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Resumen
I
______________________________________________________________________________
Resumen
El descubrimiento de la capacidad prebiótica de los Galacto-oligosacáridos (GOS) y su reconocimiento por parte de
la UE y la FDA, ha motivado a explorar el potencial de enzimas de diferentes fuentes para la producción de GOS en
la industria alimentaria, principalmente para la prevención de enfermedades gastrointestinales y para el crecimiento
selectivo de bacterias probióticas. En este proyecto se propuso elaborar y evaluar una bebida láctea fermentada con
microorganismos probióticos y GOS. Para alcanzar este objetivo, inicialmente se realizó la evaluación experimental
de la cinética enzimática de producción de GOS a partir de la enzima β-galactosidasa proveniente de Aspergillus
oryzae, usando como factores la concentración inicial de lactosa (30%, 35% y 40% m/v ) y relación enzima/lactosa
(R : 0.2, 0.4 y 0.6%), luego de este proceso se evaluó la cinética fermentativa de producción de ácido láctico y biomasa
empleando la cepa probiótica L. acidophilus, con esta información se hizo la correlación de los parámetros del modelo
enzimático mediante dos balances de reacción y correlación de la reacción fermentativa mediante el modelo de Monod,
luego en base a los parámetros estimados se optimizó la concentraciones de GOS usando los valores iniciales como
variables de decisión y finalmente se realizó una validación experimental de la producción de ácido láctico,
carbohidratos y parámetros sensoriales de la bebida láctea elaborada, obteniendo como resultados de la reacción
enzimática un mayor rendimiento (73.55g/L de GOS en un tiempo de 60 min) cuando se usó 40% de lactosa inicial y
R: 0.2%; se obtuvo 1.2% de acidez y 5% p/p de biomasa luego de 26 h de reacción fermentativa y se evidenció una
disminución de GOS en el transcurso de este proceso, adicionalmente se obtuvieron los parámetros correspondientes
a las cinéticas enzimática y fermentativa y los siguientes valores óptimos: 40% de lactosa inicial, R:0.15%, 20 min de
reacción enzimática y 17h de reacción fermentativa permitiendo así una menor disminución de los GOS en el proceso
fermentativo. Finalmente se realizó la validación de los modelos obteniéndose un porcentaje de error de 19.7% y
0.0069% en el contenido de GOS de las reacciones enzimática y fermentativa respectivamente, lo cual permite
concluir que se logró obtener una bebida láctea fermentada con un contenido de GOS de 2.9 g / porción de 200g, de
tal forma que el consumo de dos porciones suple los valores diarios recomendados del prebiótico.

Palabras clave: Galacto-oligosacáridos, Cinética enzimática, Cinética fermentativa, Bebida láctea fermentada, βgalactosidasa.
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Abstract
______________________________________________________________________________
Abstract
The discovery of the prebiotic capacity of Galacto-oligosaccharides (GOS) and their recognition by the EU and FDA
have motivated to explore the potential of enzymes from different sources for GOS production in the food industry,
mainly for the prevention of gastrointestinal diseases and for the selective growth of probiotic bacteria. This project
proposed to develop and evaluate a fermented dairy drink with probiotic microorganisms and GOS. To achieve this
goal, the experimental evaluation of the enzymatic kinetics of GOS production from the enzyme β -galactosidase from
Aspergillus oryzae was initially performed, using as factors the initial lactose concentration (30%, 35% and 40% m/v)
and enzyme/lactose ratio (R: 0.2, 0.4 and 0.6%), after this process the fermentative kinetics of production of lactic
acid and biomass were evaluated using the probiotic strain L. acidophilus, with this information the correlation of the
parameters of the enzyme model was made by two reaction balances and correlation of the fermenting reaction using
the Monod model, then based on the estimated parameters were optimized concentrations of GOS using the initial
values as decision variables and eventually an experimental validation of lactic acid production was performed,
carbohydrates and sensory parameters of the processed dairy drink, obtaining as results of the enzymatic reaction a
higher yield (73.55g/L of GOS in a time of 60 min) when 40% of initial lactose and R: 0.2% (0.2g/100g lactose) was
used; it was obtained 1.2% acidity and 5% w/p biomass after 26 h of fermenting reaction and a decrease in GOS
was shown over the course of this process, additionally the corresponding parameters for enzymatic and fermentation
kinetics and the following optimal values were obtained: 40% of initial lactose, R: 0.15%, 20 min of enzymatic
reaction and 17h of fermentation reaction thus allowing a lower decrease of GOS in the fermentation process. Finally,
the validation of the models was carried out obtaining an error percentage of 19.7% and 0.0069% in the GOS content
of the enzymatic and fermenting reactions respectively, which concludes that a fermented milk drink with a GOS
content of 2.9 g / serving of 200g was obtained, so that the consumption of two servings supplements the recommended
daily values of the prebiotic.

Keywords: Galacto-oligosaccharides, Enzymatic kinetics, Fermentative kinetics, Fermented milk drink, βgalactosidase.
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Planteamiento del problema
Descripción del problema
Según cifras de la FAO cerca de un 30% de la población sufre de enfermedades diarreicas
transmitidas por alimentos inclusive en países desarrollados. Sin embargo, otros trastornos
diarreicos se dan también debido a enfermedades inflamatorias, cáncer de colon y enfermedades
cardiovasculares, entre otros (FAO & OMS, 2006). Además, en Colombia este problema ha
aumentado debido a factores como el bajo grado de potabilización del agua en algunos pueblos,
veredas y hasta poblaciones grandes del país, la desnutrición y la pérdida de soberanía alimentaria
en departamentos como la Guajira, tal como se muestra en la Encuesta Nacional de Parasitismo
Escolar (MINSALUD, 2015).

Otra de las grandes problemáticas que se presenta es la gran contaminación producida por el
lactosuero ya que aproximadamente el 90% de la leche utilizada en la industria quesera es
eliminada como lactosuero, el cual es uno de los subproductos más contaminantes que existen en
la industria alimentaria. No usar el lactosuero como alimento es un gran desperdicio de nutrientes
ya que este contiene cerca del 55% del total de los componentes principales de la leche, entre los
cuales se encuentran incluidos la lactosa, proteínas, materia grasa y sales minerales (Parra, 2009).
El lactosuero constituye una importante fuente de contaminación ambiental debido al alto
contenido de materia orgánica, lo cual expresado como DBO (Demanda Biológica de Oxígeno)
está entre 30.000 y 50.000 mg/L y como DQO (Demanda Química de Oxígeno) entre 60.000 y
80.000 (Ávila, Cárdenas & Medina, 2000). Este alto contenido de materia orgánica sumado al gran
volumen de generación de lactosuero, que anualmente se incrementa en cerca del 3%, y también
la incapacidad de las pequeñas y medianas empresas lácteas de aprovechar el lactosuero de una
manera rentable, ocasionan que cerca del 50% de la producción mundial sea desechada como
efluente a los recursos hídricos o a los sistemas de alcantarillado sin ningún tratamiento, lo que
ubica al desecho de este material como una amenaza considerable para el medio ambiente
(Berruga, Jaspe & San José, 1997 citado en Araujo, Monsalve, & Quintero, 2013).
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Formulación del problema
¿Es posible modelar la síntesis de Galacto-oligosacáridos en la elaboración de una bebida láctea
fermentada simbiótica utilizando β-galactosidasa?

Objetivos
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Objetivos
Objetivo general
Modelar la síntesis de Galacto-oligosacáridos (GOS) en la elaboración de una bebida láctea
fermentada simbiótica utilizando β-galactosidasa.

Objetivos específicos
-

Evaluar experimentalmente la cinética enzimática de la transgalactosilación de la βgalactosidasa y fermentativa de Lactobacillus acidophilus respectivamente en la
elaboración de una bebida láctea fermentada simbiótica.

-

Desarrollar un modelo conjunto de las reacciones que ocurren en el proceso de obtención
de la bebida láctea fermentada simbiótica.

-

Validar experimentalmente las variables del modelo en la formulación de la bebida láctea
simbiótica fermentada mediante la cuantificación de biomasa, ácido láctico, azúcares y el
análisis sensorial.
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Alcance y justificación

Alcance
El alcance del proyecto está limitado a modelar la cinética de la producción de GOS en una bebida
láctea fermentada utilizando para ello la cinética fermentativa y enzimática para encontrar las
mejores condiciones del proceso, cantidades iniciales de enzima, lactosa y tiempo de fermentación
para conseguir el resultado esperado. Adicionalmente se realizó una validación del modelo
comparando los valores obtenidos luego de su optimización, en cuanto a concentración de GOS,
ácido láctico y biomasa, frente a los obtenidos experimentalmente.

Justificación
Debido a que gran parte de la población presenta enfermedades diarreicas, se planteó ayudar a
reducir este problema mediante la obtención de la bebida simbiótica la cual tuviera GOS en
cantidad significativa, de tal forma que cumpliera su efecto prebiótico estimulando selectivamente
el crecimiento y la actividad de las bacterias benéficas del colon (Sangwan, Tomar, Singh, Singh,
& Ali, 2011), además los GOS también permitirían que las bifidobacterias produjeran ácidos
grasos de cadena corta como el butírico y propiónico, los cuales ayudan a favorecer el crecimiento
y diferenciación de células epiteliales in vivo. Adicionalmente, los GOS también actúan como un
receptor para ayudar a inhibir la adhesión de ciertas bacterias patógenas a las células que recubren
el intestino grueso y protegen al cuerpo de la invasión de bacterias patógenas, y tienen función
como facilitadores de la absorción de algunos minerales, entre otras (Sangwan, Tomar, Singh,
Singh, & Ali, 2011).

En cuanto al uso del lactosuero para la elaboración de la bebida láctea fermentada, permitió que el
proyecto tuviera pertinencia social y tecnológica, ya que el lactosuero es un recurso poco usado en
Colombia y es considerado como uno de los subproductos más desaprovechados en la industria
alimenticia.

También con respecto al lactosuero, al utilizar eficientemente este residuo se ha comprobado que
1.000 L de lactosuero contienen más de 9 kg de proteína de alto valor biológico, 50 kg de lactosa
y 3 kg de grasa de leche (Araujo, Monsalve, & Quintero, 2013), por lo tanto dicho contenido de
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proteína ayudó a dar un mayor valor nutricional en la bebida y el contenido de lactosa permitió
realizar la síntesis de los GOS, los cuales tienen actividad prebiótica de gran interés por sus
propiedades beneficiosas para la salud, además con la utilización de este residuo se ayuda a
disminuir su impacto ambiental, contribuyendo así de manera positiva al medio ambiente.
Adicionalmente este subproducto o desecho, es de bajo costo por lo que ayudó a disminuir los
costos de elaboración de la bebida láctea.

En cuanto a la parte de modelación del proceso, permitió disminuir los tiempos y recursos
necesarios en la fase experimental del proyecto ya que a partir de los datos recolectados se procedió
a realizar cierta cantidad de iteraciones de las variables (concentración de enzima y lactosa) hasta
lograr la optimización de dichas variables y determinar el tiempo óptimo para la producción de
GOS en la elaboración de la bebida láctea fermentada.
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1. Marco de referencia
1.1. Marco teórico

1.1.1. Alimento funcional
Los alimentos funcionales en síntesis son alimentos con compuestos fisiológicamente activos los
cuales pueden proveer mejoras a la salud más allá de la nutrición básica, algunas otras definiciones
hacen mención a dichos alimentos como aquellos que también implican la reducción del riesgo de
enfermedades crónicas, los compuestos activos de estos alimentos funcionales son llamados
ingredientes funcionales, los cuales están clasificados según su origen, mecanismo de acción y

Ingredientes funciónales

naturaleza química (Figura 1) (Wildman, 2007).
Isoprenoides

Carotenoides
Saponinas
Tocotrienoles
Tocoferoles
Terpenos simples

Compuestos fenólicos

Curcuminas
Taninos
Ligninas
Antocianinas
Isoflavonas
Flavonas
Flavonoides

Basados en proteínas o
aminoácidos

Aminoácidos
Capsaicinoides
Isotiocianatos
Indoles
Folato
Colina

Carbohidratos y
derivados

Ácido ascórbico
Oligosacáridos
Polisacáridos no
almidonados

Grasas, ácidos grasos y
estructuras lipídicas

Ácidos grasos polinsaturados
Ácidos grasos
monoinsaturados
Esfingolípidos
Lecitina

Minerales

Calcio
Selenio
Potasio
Cobre
Zinc

Microbiano

Probiótico
Prebiótico

Figura 1. Diagrama de clasificación de Alimentos funcionales
según naturaleza química. Fuente Wildman (2007).
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La tendencia actual muestra el comportamiento de compra de los consumidores hacia los alimentos
funcionales que generan un impacto positivo en la salud del huésped y un conjunto de alimentos
o ingredientes, que se encuentran dentro de esta categoría son los prebióticos y probióticos (Singla
& Chakkaravarthi, 2017).
1.1.1.1. Compuestos prebióticos
Desde hace más de una década se introdujo el concepto de “prebiótico”, referido a aquellos
oligosacáridos resistentes a la digestión gastrointestinal que afectan beneficiosamente al individuo,
de tal forma que ayuden a estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de
microorganismos beneficiosos en el intestino; debido a estos efectos y a la alta demanda existente
de alimentos saludables y suplementos alimentarios, se aumentó el interés de utilizar estos
compuestos como ingredientes alimentarios (Clemente et al., 2012).
Además para que un compuesto sea denominado como prebiótico debe cumplir con una serie de
parámetros: cambios cuantitativos en la microbiota gastrointestinal, ser activos a dosis bajas, no
presentar efectos secundarios (distensión, flatulencia y malestar intestinal), tener una velocidad de
fermentación más lenta, de tal forma que presenten una mayor persistencia en el intestino grueso
y, especialmente en el colon, ser selectivos en cuanto al control de la microbiota intestinal y poseer
efectos beneficiosos sobre funciones biológicas especificas y/o reduciendo el riesgo de enfermedad
(Gibson, McCartney & Rastall, 2005).

En la industria láctea se sintetizan diferentes tipos de prebióticos, tales como galactooligosacáridos, lactulosa, tagatosa, lactitol, lactobiono y glucono-δ-lactona a través de diferentes
reacciones químicas y bioquímicas (hidrólisis, transgalactosilación, isomerización, transferencia
de fructosilo, reducción y oxidación) así como procesos de fermentación microbiana usando suero
de leche cruda o lactosa aislada como materia prima (Nath et al., 2017).

Con el fin de tener una nutrición adecuada se aconseja que en niños el consumo diario sea de 2.500
mg inicialmente, y luego pasar a 5.000 mg y en los adultos 5.000 mg inicialmente, y luego pasar
a 10.000 mg (Colastra, 2015).

Marco de referencia
3
______________________________________________________________________________
1.1.2. Galacto-oligosacáridos (GOS)
Los GOS en dosis de 5 a 10 g/día inducen un aumento significativo en el número de bifidobacterias
en el colon humano (Davis, Martínez, Walter, & Hutkins, 2010 citado en Singla & Chakkaravarthi,
2017), estos presentan una alta solubilidad lo cual aumenta su uso en productos lácteos, además la
adición de GOS a los yogures produce incremento de la viscosidad en estos. Adicionalmente los
GOS se puede sintetizar principalmente, a partir de 2 fuentes: frijoles de soja y lactosa; estos
últimos se parecen a los oligosacáridos que se encuentran naturalmente en la leche materna humana
y, por lo tanto, su uso principal ha sido en formulaciones para lactantes (Sangwan et al., 2011).
En cuanto a su producción, las moléculas de GOS (por ejemplo, Gal [β1 → 4] Gal [β1 → 4] Glc)
pueden ser sintetizadas a partir de medios líquidos ricos en lactosa, mediante reacciones de
transgalactosilación catalizadas por la enzima β-galactosidasa (Sangwan et al., 2011) la cual
realiza una doble función, la primera corresponde a la hidrólisis de la lactosa (en glucosa y
galactosa) y la segunda a la formación de oligómeros a partir de los azúcares simples, es decir,
posee actividad de transgalactosilación (Boon, Janssen & van ‘t Riet, citado en Rico, 2018).
Debido a que el lactosuero dulce tiene un contenido de lactosa aproximado de 46-52 g/L
(Hernández & Velez, 2014), a partir de este medio es posible obtener GOS mediante catálisis
enzimática, este proceso de síntesis es explicado mediante el proceso de tres pasos (Figura 2). El
primer evento durante la actividad de la β-galactosidasa es el acoplamiento de una molécula de
sustrato. Cuándo el sustrato es lactosa se forma el complejo enzima-lactosa, en el segundo paso la
glucosa se separa se este complejo quedando el complejo enzima galactosil, en el tercer y último
paso puede variar el producto final dependiendo del aceptor que tome la enzima para unir el
galactosil; en caso de que el aceptor sea agua el galactosil se libera formando galactosa y enzima
por separado pero en caso de que el aceptor sea lactosa este puede liberar el galactosil y formar un
trisacárido (GOS-3), además este a su vez puede ser utilizado como aceptor y formar polisacáridos
de mayor tamaño como GOS-4, GOS-5, GOS-6 (Gosling, Stevens, Barber, Kentish, & Gras, 2010
citado por Rico, 2018). Aunque, dependiendo el tipo de enzima y las condiciones de reacción entre
los que están pH, temperatura, concentraciones de algunos sustratos o iones pueden formarse en
mayor o menor grado disacáridos como: Gal-β(1-6)-Glc (alolactosa) y Gal-β(1-6)-Gal (6galactobiosa) los cuales considerados dentro de los GOS (Frenzel, Zerge, Clawin & Lorenzen
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,2015), sin embargo se han realizado test in vitro los cuales han arrojado resultados variables sobre
el efecto de estos disacáridos en microorganismos pertenecientes al tracto gastrointestinal
(Cardelle-Cobas, Corzo, Olano, Peláez, Requena & Ávila, 2011).

Figura 2. Producción de GOS disacáridos y oligosacáridos.
Modificado a partir de Sangwan et al. (2011)

A continuación, en la Figura 3, se presentan algunos de los carbohidratos formados en la
producción de GOS a partir de lactosa con β-galactosidasa. En general, aunque las reacciones de
hidrólisis y transgalactosilación tienen lugar simultáneamente generando competencia, la reacción
de transgalactosilación deseada puede favorecerse ajustando las condiciones para garantizar altas
concentraciones iniciales de lactosa, temperaturas moderadamente elevadas y bajos contenidos de
agua (Martínez et al., 2008, citado en González et al., 2016).

Figura 3. Algunos carbohidratos formados en la producción de GOS a partir de lactosa
(A: composición, B: Estereoquímica de enlace, C: Grado de polimerización). Fuente:
Gosling et al. (2010)

Marco de referencia
5
______________________________________________________________________________

Es necesario inactivar la enzima en el tiempo óptimo de mayor rendimiento, debido a que la
transgalactosilación es solo un paso intermedio de una reacción más compleja, ya que a medida
que avanza el tiempo, todos los azúcares formados pueden ser hidrolizados por la enzima hasta
llegar a monosacáridos (Mahoney, 1998; Zárate et al., 1990; Zhou et al., 2001, citados en Guío,
2014).
Por lo tanto, para conocer el rendimiento máximo de GOS sintetizados en la reacción es necesario
realizar un seguimiento de la concentración a través de todo el tiempo de la reacción enzimática y
encontrar un tiempo óptimo de proceso. En la Figura 4 se puede evidenciar que en un tiempo de
10 a 20 h se encuentra el máximo rendimiento de la reacción de hidrólisis, mientras el máximo
rendimiento de la reacción de transgalactosilación se presentó en un tiempo de 3 a 7 h.

(Kluyveromyces lactis (

), Bacillus circulans (

), Aspergillus aculeatus (

) y Aspergillus oryzae (

)

Figura 4. Concentraciones de lactosa y GOS durante 25 h de reacción con diferentes enzimas
Fuente: Frenzel et al. (2015).
1.1.2.1.

Cuantificación de galacto-oligosacáridos (GOS)

Para lograr la cuantificación de GOS en matrices alimentarias tales como los productos lácteos,
principalmente se debe realizar un tratamiento de separación inicial, el cual consiste en la
precipitación de la proteína junto con parte de los iones por desnaturalización térmica y el posterior
filtrado utilizando cartuchos de extracción para separar iones polares como sodio, potasio y calcio,
para posteriormente realizar el análisis mediante Cromatografía Líquida de Alto Rendimiento
(CLAR o HPLC por sus siglas en inglés) mediante una columna equipada con un sensor específico
para estos carbohidratos, además esta técnica da la posibilidad de observar también los cambios
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en los demás carbohidratos presentes en las muestras a analizar, permitiendo así hacer un
seguimiento simultáneo de la concentración de lactosa, glucosa, galactosa, GOS 3, GOS 4 y GOS
5 (Figura 5).

Figura 5. Resultados de HPLC-IR realizada a una muestra de yogurt deslactosado.

En cuanto a la especificidad de la cuantificación, algunas de estas metodologías no distinguen
isomería en disacáridos y trisacáridos así que es importante establecer cuáles compuestos se
pueden cuantificar antes de realizar el diseño experimental.
1.1.2.2.Modelo matemático de la reacción enzimática para la producción de GOS
Se tomó como referencia los mecanismos de reacción enzimática propuestos anteriormente (Boon,
Janssen & Van Der Padt, 1999; Palai Mitra, & Bhattacharya, 2012), los cuales han sido utilizados
para modelar el comportamiento de las β-galactosidasas extraídas de Aspergillus oryzae, Bacillus
circulans y Kluyveromyces lactis (Figura 6)
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Figura 6. Propuestas de balance involucradas en la transgalactosilación.
Balances A y B, Modificado a partir de: (Boon, Janssen & Van Der Padt, 1999; Palai Mitra, & Bhattacharya, 2012).
Balance A (E=Enzima; Gal-E=Complejo enzima-galactosa; Gal=Galactosa; Glu=glucosa; Lac=Lactosa; GOS’3=trisacáridos
Constantes características de la reacción respectiva), Balance B (E=enzima; E-M=Complejo enzima-monosacárido;
M=Monosacárido; Lac=Lactosa; G=trisacáridos y tetrasacáridos; EL= complejo enzima-lactosa)

El modelo plantea un sistema de ecuaciones diferenciales acopladas el cual permitirá conocer la
evolución en el tiempo de la concentración de cada compuesto lo cual implica que debe existir una
cantidad de puntos experimentales suficiente para cubrir los grados de libertad de este.
1.1.3. β-galactosidasa
La β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) es la enzima que cataliza la reacción de hidrólisis de la lactosa
y transgalactosilación, es una enzima presente en varios organismos tanto unicelulares como
pluricelulares y puede ser extraída para su uso industrial.

1.1.3.1.Fuentes de β-galactosidasa
Debido a que los GOS han sido cuantificados en diferentes alimentos de origen lácteo como queso,
yogur y otros derivados lácteos, las fuentes como bacterias ácido lácticas son las que han
documentado en mayor variedad (Tabla 1), aunque las más investigadas son las fúngicas, debido
a que la β-galactosidasa de origen fúngico de los géneros Kluyveromyces y Aspergillus son las
más utilizados comercialmente para generar productos deslactosados con un contenido menor al
85% de lactosa y generar comercialmente GOS para su adición a diferentes matrices alimentarias
(Martínez, Cardelle, Corzo, & Olano, 2008; Chr Hansen ,2015).
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Tabla 1. Fuentes de β-galactosidasa.
Bacterias

Hongos

Levaduras

Plantas

Órganos de
animales

Clostridium acetobutylicum
Escherichia coli
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus lactis
L. thermophilus
Pseudomonas fluorescens
Streptococcus lactis
S. thermophilus

Aspergillus foelidis
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Neurospora crassa
Penicillium canescens
Penicillium expansum
Streptomyces violaceus

Bullera singularis
Kluyveromyces
bulgaricus
Kluyveromyces
fragilis
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces
marxianus
Saccharomyces
fragilis
Saccharomyces lactis

Albaricoque
Almendra
Fruto de café
Melocotón
Semillas de
alfalfa

Cerebro
Intestinos
Tejido de la
piel

Fuente Panesar, Kumari & Panesar (2010).

El rendimiento máximo se puede ver influenciado por la condición de la enzima, ya que esta puede
estar extraída, semi-purificada, purificada, recombinada o inmovilizada, lo cual puede hacer que
la cantidad de GOS producida sea menor o mayor (Park & Oh, 2010), otro de los factores de
mayor importancia es la fuente de la enzima como se puede ver en la Tabla 2, en la cual el
rendimiento de la producción de GOS va a depender de la fuente, temperatura utilizada,
concentración inicial de lactosa y concentración de enzima.
Tabla 2. Producción de GOS por algunas β-galactosidasas de origen microbiano en soluciones con lactosa analítica.
Enzima
(Fuente)

Rango
Temperatura
(°C) [Óptimo]

Rango pH
[Óptimo]

Lactosa
(g/L)

Productividad
(%GOS/Lac)
[g/L]

Referencias

Kluyveromyces
lactis

30-50
[40]

5.5-7
[6.5]

400

24.8
[99.2]

(Chockchaisawasdee,
Athanasopoulos, K &
Rastall, 2005)

Aspergillus
oryzae

33-60
[50]

2-6
[4.5-5.5]

380

31
[118]

(Vera, Guerrero, &
Illanes, 2011a).

1.1.4. Probióticos

Aunque están muy relacionados con microorganismos nativos del tracto gastrointestinal de
humanos y animales, no todos los géneros pertenecientes a este son considerados probióticos,
principalmente debido a que el medio en el que generan las reacciones es principalmente anaerobio
y pueden encontrarse en diferentes rangos de concentraciones, tal como se muestra en la Figura 7,
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además al salir del tracto gastrointestinal y llegar a una matriz alimentaria como fuente de
nutrientes pueden producir efectos benéficos formando relaciones mutualistas con el hospedero o
generando Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA’s) las cuales los convierte en
microorganismos patógenos (Figura 8).

Figura 7. Contenido de microbiota gastrointestinal promedio en adultos. Modificado a partir de Mitsuoka (2002).

Figura 8. Relaciones entre la microbiota intestinal y el hospedero. Modificado a partir de Mitsuoka (2002).
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Entre los microorganismos que mantienen relaciones simbióticas, principalmente están los
pertenecientes a grupos bacterianos Streptococci, Lactobacilli y Bifidobacteria, los cuales son
utilizados comúnmente como probióticos de tipo comercial; para que sean considerados como
probióticos, los géneros Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium spp y Lactobacillus de
diferentes subespecies tienen que cumplir con los siguientes requisitos:
1. Resistir la digestión humana y llegar al intestino.
2. Afectar positivamente la microbiota gastrointestinal del hospedero.
3. Tener una relación simbiótica con el hospedero.
1.1.4.1 Lactobacillus acidophilus

En el género de Lactobacillus es de gran importancia la cepa Lactobacillus acidophilus, los cuales
son microorganismos convencionalmente utilizados en diferentes tipos de bebidas lácteas
fermentadas, debido a los efectos benéficos en la salud del consumidor, tales como producir
sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano patógeno regulando así la microbiota
gastrointestinal; por otra parte, este microorganismo produce la enzima β-galactosidasa, sin
embargo su actividad es menor a temperaturas de refrigeración (Brashears & Gilliland, 2010).
Además, debido a su ruta metabólica, la cual es estrictamente homofermentativa, es decir, puede
metabolizar algunas hexosas pero en esta ruta no se producen cantidades significativas de CO2 y
alcohol (Halász, 2009). Adicionalmente este microorganismo en temperaturas de fermentación
(35-45°C) tiende a utilizar glucosa como fuente primaria de energía sobre azúcares más complejos
(Srinivas, Mital & Garg, 1990). Estas características hacen de L. acidophilus una cepa idónea para
ser utilizada en el proceso fermentativo de elaboración de una bebida láctea y con una posible baja
interacción en los rendimientos de la reacción de transgalactosilación.
1.1.5. Bebida láctea

Debido a que los GOS pueden estar en las bebidas lácteas como ingrediente prebiótico, se pueden
combinar con el efecto probiótico de algunas cepas fermentativas como L. acidophilus para lograr
mediante ello un alimento simbiótico, es importante tener presente que una bebida láctea difiere
de otros alimentos lácteos fermentados como el yogurt, debido a que en la bebida láctea se puede
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añadir lactosuero o sus ingredientes como base para su elaboración, otra diferencia es la microbiota
utilizada en el proceso de fermentación (Hernández y Vélez, 2014).

Además, el uso de estos ingredientes en la elaboración de bebidas lácteas incluye una reducción
de costos con respecto a la leche en polvo descremada. Las proteínas presentes en dichos
ingredientes del suero pueden estimular el crecimiento de cultivos probióticos (Hugunin, Lucey,
Gerdes, 2014).

1.1.6. Lactosuero

Para la industria alimentaria, el lactosuero es una fuente económica de proteínas con valor
nutricional, además los productos del suero pueden aportar múltiples propiedades en los alimentos,
tales como: mejorar la textura, realzar el sabor y color, emulsionar y estabilizar (Parra, 2009).
El lactosuero se ha usado como base o materia prima de distintas bebidas lácteas debido a que
normalmente es considerado como un residuo de la industria quesera y es uno de los mayores
contaminantes de la industria alimentaria. En cuanto a su composición, esta puede variar
dependiendo si este es lactosuero dulce o lactosuero ácido (Tabla 3).

Tabla 3.
Composición sueros de leche dulce y ácido.
Componente (g/l)

Suero de leche dulce

Suero de leche ácido

Sólidos totales

63-70

63-70

Lactosa

46-52

44-46

Grasa

0-5

0-5

Proteína

6-10

6-8

Calcio

0.4-0.6

1.2-1.6

Fósforo

0.4-0.7

0.5-0.8

Potasio

1.4-1.6

1.4-1.6

Cloruros

2.0-2.2

2.0-2-2

Fuente Panesar (2007) y Hernández (2012) Adaptado por Hernández & Velez (2014).
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En cuanto a la composición, el suero de leche dulce tiene un mayor porcentaje de lactosa y un
menor porcentaje de algunos minerales en comparación con el suero de leche ácido. Por ende,
puede utilizarse para luego ser concentrado como sustrato de la reacción de transgalactosilación y
como base de la bebida láctea fermentada.

1.1.7. Bebida láctea fermentada (BLF)
En cuanto a bebida láctea fermentada no está definida por una norma interna en Colombia, sin
embargo el Codex STAN 206-1999 en el numeral 2.6, hace referencia, directa o indirectamente, a
una bebida láctea fermentada como un producto lácteo compuesto, el cual es aquel “producto en
el cual la leche, productos lácteos o los constituyentes de la leche son una parte esencial en
términos cuantitativos en el producto final tal como se consume, siempre y cuando los
constituyentes no derivados de la leche no estén destinados a sustituir totalmente o en parte a
cualquiera de los constituyentes de la leche” (CXS 206, 1999). Por ende, esta definición no debe
ser confundida con la de leche fermentada presente en la Resolución 2310 de 1986.

Bebida láctea fermentada hace referencia a los productos lácteos compuestos definidos en la
sección 2.3 de la norma general del Codex STAN 206-1999, obtenido a partir de la mezcla de
leche fermentada e ingredientes no lácteos, y/o saborizantes y agua, además deben contener como
máximo un 60% m/m de ingredientes no lácteos (CXS 243, 2003).
1.1.7.1.Fermentación láctica en una bebida láctea

En bebidas lácteas fermentadas como el yogur o el kumis la fermentación ocurre por medio de las
bacterias ácido lácticas, las cuales descomponen la lactosa del medio de forma extracelular, estas
asimilan los azúcares simples para la conversión de estos a ácido láctico; por lo general este
proceso es realizado hasta que la concentración de este alcance valores de 0.7 a 1.5% de ácido
láctico o acidez expresada como porcentaje de ácido láctico (ECAL) (p/p), lo cual está exigido
por la resolución 2310 de 1986. Además, se han cuantificado GOS en este tipo de alimentos ya
que el proceso de fermentación láctica también produce GOS como un producto intermedio del
conjunto de reacciones por las cuales se forma el ácido láctico (Toba, Tomita, Itoh & Adachi,
1981).
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1.1.7.2.Modelo matemático para la producción de ácido láctico y biomasa
Entre los modelos para producción fermentativa se tiene las siguientes dos categorías:
a. Modelos dependientes de la biomasa

Estos modelos se caracterizan por depender de factores como la producción microbiana en el
medio (Jakymec et al., 2001):
𝒅𝑷
𝒅𝑿
= 𝜶 𝒅𝒕 Ecuación de Monod (1)
𝒅𝒕
𝒅𝑷
𝒅𝒕

𝒅𝑿

= 𝜶 𝒅𝒕 + 𝜷𝑿 Ecuación de Luedeking y Piret (2)
𝒅𝑷
𝒅𝒕

= 𝑲𝒑𝑺𝒙 Ecuación de Hanson y Tsao (3)

Donde:
𝑷: 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜
𝑿: 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎
𝑺: 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑆𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜
𝜶: 𝐶𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑎𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙
𝜷: 𝐶𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛
𝒕 ∶ 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜
𝑲𝒑: 𝐶𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑝𝑜𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜
En cuanto a la biomasa, esta se puede cuantificar indirectamente mediante el método de HPLC
usando la tasa de desaparición del sustrato, cuando la velocidad de conversión de los productos
tiende a ser proporcional a la producción de biomasa o directamente mediante métodos de
filtración, centrifugación, espectrofotocolorímetria como equivalente de peso seco o Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) (Arnáiz, Isac & Lebrato, 2000).
b. Modelo Logístico
Este modelo es independiente de la producción de biomasa, debido a que la velocidad de
producción depende de la cantidad de producto inicial y máxima como de la producción a través
del tiempo (Amrane & Prigent,1994):
𝒅𝑷
𝒅𝒕

= 𝑷𝒐 (𝟏 − 𝑷

𝑷
𝑴𝒂𝒙

)𝑷 Modelo logístico (4)

Donde
𝑷: 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜
𝑷𝒐 : 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜
𝑷𝑴𝒂𝒙 : 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜
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1.2. Marco conceptual

1.2.1. Alimento funcional
Un alimento funcional es considerado como cualquier alimento o ingrediente que, además de
proporcionar beneficios nutricionales, puede contribuir a la salud del consumidor de forma que se
traduzca en una mejora de la salud del individuo y/o una reducción del riesgo de enfermedad
(Rodriguez, 2015).
1.2.2. Prebióticos
Los prebióticos son ingredientes alimenticios no digeribles que afectan de forma benéfica al
hospedero, estimulando selectivamente el crecimiento y la actividad de una o más bacterias
gastrointestinales y mejorando la salud. Además, estos compuestos deben resistir la acidez del
estómago, no ser atacadas por las enzimas digestivas del intestino delgado y estimular de forma
selectiva el crecimiento de los probióticos (Badui, 1990).
1.2.3. Probióticos
Son definidos como microorganismos vivos utilizados como ingredientes alimentarios los cuales
benefician positivamente al hospedero mejorando el balance microbiano intestinal, el término
posteriormente fue reafirmado en la Comisión Europea de Acción Concertadora de la Ciencia de
Alimentos Funcionales en Europa (FUFOSE) (Europe et al., 1999).

1.2.4. Alimentos simbióticos
Los alimentos simbióticos se definen como la mezcla probióticos y prebióticos presentes un
producto y que mediante su consumo afectan beneficiosamente al hospedador (Pérez, 2013).

1.2.5. Galacto-oligosacáridos
Los Galacto-oligosacáridos (GOS) son oligosacáridos de varias unidades de galactosa que
contienen una unidad de glucosa y son producidos a partir de lactosa. Estos presentan propiedades
como edulcorantes y prebióticos que los hace atractivos en el uso de alimentos funcionales (Guío,
2014).

Marco de referencia
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1.2.6. Bebida láctea fermentada
A efectos legales una Bebida láctea fermentada es definida como un producto lácteo compuesto,
el cual puede tener componentes ajenos a la leche hasta un 60% el cual ha pasado por un proceso
de fermentación láctica, hasta alcanzar los niveles de acidez y bacterias lácticas frente a un
producto lácteo fermentado de referencia como una leche acidófila, un yogurt o un kumis.

1.2.7. Lactosuero
El suero es el remanente líquido posterior a la precipitación y eliminación de la caseína de la leche
durante la elaboración del queso, el mayor componente del suero es la lactosa (4,5-5%p/v), lo cual
contribuye la alta demanda química y biológica de oxígeno (DBO y DQO) (Das, Raychaudhuri,
Kumar, 2016).

1.2.8. Transgalactosilación
La reacción de transgalactosilación se usa para la síntesis de productos galactosilados como di- y
oligosacáridos y alquilo -d-galactósidos, en esta reacción, un donante de glicosilo, como la lactosa
en el caso de la galactosidasa, se hidroliza concomitantemente con la formación de un intermedio
de la enzima y un grupo glicosilo, que luego se transfiere a otro azúcar o un aglicón como diferentes
alcoholes (Rauter et al, 2013).
1.2.9. β-galactosidasa
La β-galactosidasa es una enzima industrial importante que cataliza la reacción de la hidrólisis de
la lactosa y la reacción más reciente de la transgalactosilación, produciendo un grupo muy valioso
de compuestos prebióticos llamados Galacto-oligosacáridos (GOS) (Carevic et al., 2018).

1.3. Marco legal
Normativa

Título de la normativa

Contexto

Por la cual se reglamenta el Requisitos

que

se

deben

artículo 126 del Decreto Ley 019 cumplir en las actividades de
Resolución 2674 de 2013

de 2012 y se dictan otras fabricación,
disposiciones (Actualización de procesamiento,

envasado,
importación
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normativa de manipulación de exportación y comercio de
alimentos).

alimentos.
Definiciones de algunos
derivados lácteos entre los que
están el yogurt, kumis, leche

Resolución 2310 de 1986

Reglamento Derivados Lácteos.

fermentadas y bebidas a base
de leches fermentadas, así
como requerimientos
fisicoquímicos para los
mismos.
Terminología y definición de

Norma general para el uso de
CODEX STAN 206-1999

términos lecheros.

bebida láctea fermentada a
partir de una bebida láctea
compuesta y restricción de
ingredientes lácteos.

CODEX STAN 243-2003

Resolución 4125 de 1991

Norma Del Codex Para Leches

Definición de diferentes

Fermentadas.

productos lácteos fermentados.

Normativa que regula el uso de

Uso de los colorantes

Colorantes en los alimentos

permitidos en los alimentos

para consumo humano.

para consumo humano.
Por la cual se reglamenta el

CONSERVANTES utilizados
Resolución 4125 de 1991

en alimentos.

Título V Alimentos, de la Ley
09 de 1979, en lo concerniente
a los conservantes utilizados en
alimentos.
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2. Materiales y métodos
A continuación, se especifican los materiales y reactivos empleados durante la fase de
experimentación. Igualmente, se describen los procedimientos realizados para la modelación de la
síntesis de galacto-oligosacáridos (GOS) en la elaboración de una bebida láctea fermentada
simbiótica utilizando β-galactosidasa.

2.1. Materiales y reactivos utilizados
Los productos biotecnológicos utilizados (enzimas y starter) para llevar a cabo el proyecto fueron:
•

Lactimax® 5200: Enzima β-galactosidasa obtenida de la levadura K. lactis, caracterizada
con 5126 ONP g-1 min-1 y fue proporcionada por Interenzimas S.A.S (Bogotá). Esta enzima
es de uso comercial y comúnmente empleada en la hidrólisis de la lactosa para la obtención
de leche deslactosada. Sin embargo, en la presente investigación esta enzima fue empleada
para la obtención de GOS.

•

ENZECO® FUNGAL LACTASE: Enzima β-galactosidasa obtenida del moho A. oryzae,
fue proporcionada por EDC® y está caracterizada con una actividad enzimática de 14997
μmol ONP g-1 min-1

•

Lactobacillus acidophilus (LA3) LYOFAST® empleada para la cinética fermentativa
proporcionada por SACCO® y adquirida en el Centro Agrolechero (Bogotá).

Los reactivos empleados en la cinética enzimática y fermentativa fueron los siguientes: Lactosa de
grado alimenticio y lactosuero en polvo provistos por la empresa CIMPA SAS, cuyos análisis de
composición realizado por el proveedor se presentan en los anexos A y B.
Además, para la cinética fermentativa y elaboración de la bebida láctea se adquirió leche en polvo
descremada de la marca Frescampo.

Al realizar la cuantificación de la biomasa fue necesario el uso de HCL 0.1M el cual fue
suministrado por la Universidad de La Salle.
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Para el análisis de las muestras por HPLC fue necesario el uso de agua destilada, desionizada y
desgasificada además de sustancias patrón: glucosa, galactosa, lactosa y ramnosa las cuales fueron
provistos por la por la Universidad Nacional de Colombia

2.2. Evaluación experimental de la cinética enzimática y fermentativa
Con el fin de dar respuesta al objetivo 1, el cual buscaba evaluar experimentalmente la cinética
enzimática de la transgalactosilación de la β-galactosidasa proveniente de A. oryzae o K. lactis y
la cinética fermentativa de L. acidophilus en la elaboración de una bebida láctea fermentada
simbiótica, la metodología que se llevó a cabo fue la siguiente:

2.2.1. Pre-experimentación
2.2.1.1.Determinación de la fuente de la enzima β-galactosidasa a emplear en el proceso
Para determinar si se empleaba la enzima β-galactosidasa proveniente de A. oryzae o proveniente
de K. lactis se realizó una pre-experimentación, en la cual se realizó la reacción enzimática
empleando las dos enzimas por separado en un medio con concentración de 42% de lactosa (Tabla
4), luego se realizó la cuantificación de GOS sintetizados (numeral 2.2.3), de tal forma que se
seleccionó aquella con la cual se obtuvieron mayores rendimientos de producción de GOS en el
medio empleado, se trabajaron concentraciones de 0.4 y 0.79 g de enzima/100 g de lactosa y 0.25
g de enzima/ 100 g de lactosa para las enzimas provenientes de A. oryzae y K. lactis
respectivamente a temperatura óptima de la enzima (Tabla 2) durante 2 h y luego se realizó
inactivación enzimática de las soluciones mediante 15 min de calentamiento en agua a ebullición.

2.2.2. Proceso enzimático
2.2.2.1.Preparación de las muestras iniciales
Se elaboraron medios con diferentes concentraciones iniciales de lactosa: 30, 35 y 40% (s), estos
fueron sometidos a un proceso previo de calentamiento a 90°C en el cual se superó el límite de
solubilización de la lactosa para asegurar que el medio permaneciera líquido y sin rastro de
sedimentación durante toda la reacción enzimática.
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Tabla 4. Composición de los medios de lactosa utilizados.
Solución

30% Lactosa

35% Lactosa

40% Lactosa

Lactosa (%)
Lactosuero Reconstituido
(%)

29

34

39

26.3

26.28

26.64

Agua (%)

44.7

39.72

34.36

2.2.2.2.Reacción enzimática
Luego de la preexperimentación y seleccionada la enzima (proveniente de A. oryzae), se procedio
a realizar de la siguiente forma: Se prepararon los medios mencionados en la Tabla 4, e
inicialmente fueron sometidos a un tratamiento térmico hasta que alcanzaron una temperatura de
50°C, luego se añadió la enzima β-galactosidasa proveniente de A. oryzae (Enzeco® Fungal
Lactase) en tres concentraciones diferentes las cuales fueron las siguientes: R: 0.2% ,0.4% y 0.6%,
el tratamiento enzimático se llevó a cabo durante 1h a temperatura constante y se realizó
seguimiento durante todo el proceso tomando alícuotas de 3 mL en los tiempos 0, 10, 20, 30 y 60
min.
𝑔

𝑅(%) = 𝑔 𝐸 ∗ 100 (4)
𝐿𝑎𝑐

Donde:
𝑔𝐸 : Gramos de enzima
𝑔𝐿𝑎𝑐 : Gramos de lactosa
𝑅: Relación enzima lactosa
Seguidamente cada una de las muestras fue tratada térmicamente en agua a ebullición durante 10
min para inactivar la enzima β-galactosidasa y detener el proceso enzimático (Iwasaki, Nakajima
& Nakao, 1996).

2.2.3. Cuantificación de carbohidratos obtenidos mediante la reacción enzimática.
2.2.3.1.Preparación de la muestra
Se tomaron las alícuotas de la reacción enzimática y se centrifugaron por 30 min a 3000 rpm,
posterior a esto mediante el uso de una micropipeta previamente calibrada se tomaron 100 μL de
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sobrenadante obtenido y se diluyeron en 1900μL de agua destilada y desionizada, seguidamente
se filtraron las muestras con filtros jeringa de Nylon con un tamaño de poro 0.22μm y 13mm de
diámetro y finalmente se depositaron en viales de 2mL los cuales fueron congelados hasta su
análisis.
2.2.3.2.Análisis HPLC
El contenido de glucosa, galactosa, lactosa y GOS, fueron determinados en cada punto de la
cinética por duplicado con una columna Benson (Poliestireno divinil benceno sulfonado Na+) a
80°C, operada con un sistema HPLC (Thermo) equipado con un detector de índice de refracción
Shodex RID-101A (Vera, Guerrero, Conejeros, & Illanes, 2012). Las condiciones de operación
fueron: agua destilada, desionizada y desgasificada como fase móvil a un caudal de 0.5 mL/min,
usando un volumen de inyección de 20 μL y un tiempo de retención de 18 min. Para la
cuantificación de los carbohidratos presentes se utilizaron patrones de cada uno de ellos en el
equipo de HPLC facilitado por parte del laboratorio del Departamento de Ingeniería Química de
la Universidad Nacional de Colombia (UNAL), a excepcion del contenido de Gos el cual fue
determinado por balance de materia.
Las composiciones de glucosa, galactosa, lactosa y GOS fueron reportadas en (g/L) luego de
realizar el tratamiento de los datos el cual incluye la integración de las áreas, la conversión usando
las curvas de calibración y los balances respectivos.
2.2.4. Proceso fermentativo
En la cinética fermentativa se partió de los medios con GOS obtenidos de la optimización del
proceso enzimático los cuales fueron diluidos en una relación 1:3, esto mediante la adición de
leche en polvo reconstituida, de tal forma que la solución final tuviera una composición nutricional
similar a la leche de vaca entera (3.7% proteína y 3.7% grasa) y permitiendo así que el producto
al final cumpliera con los requerimientos legales (Tabla 5) (CXS 243, 2013).
Tabla 5. Composición del medio: proceso
fermentativo
Componente

Porcentaje

Solución enzimática

33.3%

Leche en polvo entera

13.4%
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Agua

53.3%

Una vez preparados los medios iniciales para la cinética fermentativa, se añadieron a cada una de
estas soluciones un inóculo de 200 mg/L del cultivo probiótico Lactobacillus acidophilus (LA3)
SACCO®, este proceso fermentativo se llevó a cabo a temperatura constante de 40 °C, durante 24
h o hasta que alcanzara un porcentaje de ácido láctico de 0.75% a 1.5%, además se hizo
seguimiento de la

acidez ECAL y del crecimiento microbiano durante todo el proceso

fermentativo, para esto se tomaron alícuotas de 25 mL en los tiempos 0h, 17h y 18h para análisis
de carbohidratos y alícuotas de 20 mL en los tiempos 0h, 2h, 4h, 6h, 8h, 17h, 18h, 24h y 25h hasta
alcanzar la acidez deseada, esto con el fin de cuantificar acidez y biomasa (ICONTEC, 2001).

2.2.4.1.Determinación de la biomasa obtenida en el proceso fermentativo.
La cuantificación de la biomasa obtenida a partir del crecimiento microbiano de Lactobacillus
acidophilus fue estimado por peso seco obtenido a través de centrifugación utilizando HCL 0.1N
como agente para generar el cambio de pH y facilitar la floculación llegando al punto isoeléctrico
de la proteína láctea (Venkatesh, Okos & Wankat, 1993; Alvarez, Aguirre, Ramírez & Rodríguez
,2010; Sharma & Mishra, 2014).

2.3.Modelamiento de las reacciones enzimática y fermentativa.
Con el fin de dar cumplimiento al objetivo 2, con el cual se pretendió desarrollar un modelo
conjunto de las reacciones en serie enzimática y fermentativa del proceso de obtención de la bebida
láctea fermentada simbiótica, se realizaron las actividades descritas a continuación.

2.3.1. Estimación de parámetros de la cinética enzimática
Para estimar los parámetros cinéticos de cada balance estos fueron planteados y modelados
utilizando la Ley de acción de masa utilizado en cinéticas de este tipo (Figura 6; Held, 2007). Se
utilizó el programa Matlab para formular los balances y su resolución numérica mediante la
función ode15s la cual plantea el sistema como un algoritmo de pasos variables y orden variable
para obtener las concentraciones calculadas a través del tiempo (Prinz, 2011; Anexo D), se usa la
minimización de la sumatoria de las diferencias absolutas entre cada una las concentraciones
experimentales y calculadas como función objetivo, se utilizó como factor de peso el promedio de
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las concentraciones experimentales luego de normalizarlas, las constantes cinéticas estuvieron
limitadas entre 10-9 y 109 los cuales fueron elegidos con ensayos previos de simulación en la misma
enzima, se utilizaron como valores iniciales del sistema de ecuaciones diferenciales las
concentraciones de lactosa en mol/L y la actividad enzimática (14997𝜇𝑚𝑜𝑙 min−1 g −1 )
multiplicada por la concentración en g/L de enzima utilizada en cada uno de los experimentos y
en un minuto de reacción, de acuerdo a esto las unidades de dicho valor fueron 𝜇𝑚𝑜𝑙/𝐿, mientras
que los valores iniciales de complejos enzimáticos, monosacáridos y GOS se asumieron como
0 mol/L.

Las concentraciones calculadas fueron comparadas constantemente con las concentraciones
calculadas dentro de un algoritmo genético planteado a partir de las constantes cinéticas de la
reacción con 20 individuos es decir una matriz de 20 * Numero de constantes cinéticas, 2000
generaciones o interacciones de algoritmo o hasta que la función se mantenga constante, a partir
de este procedimiento se determinó la correlación entre el balance y los datos experimentales
mediante el uso del coeficiente R2 entre los datos experimentales y calculados, la matriz de
correlación para las parámetros cinéticos y la superficie creada a partir de las condiciones
experimentales y los dos balances (Rodríguez, Cardelle, Villamiel & Banga, 2011; Roy, Daoudi
& Azaola, 2002).

2.3.2. Obtención y correlación de parámetros del modelo matemático de la reacción
fermentativa.
Las concentraciones de los compuestos de interés (GOS, ácido láctico y biomasa) obtenidos a
través del tiempo, fueron correlacionados para cada tratamiento, mediante el uso del modelo de
Monod y producción sencilla usando un proceso similar al realizado para la cinética enzimática
(Anexo D) (Jakymec et al., 2001)

2.4.Optimización del modelo
Determinadas las constantes cinéticas y los parámetros del modelo fermentativo. Se realizó la
integración del modelo enzimático buscando maximizar el contenido de galacto-oligosacáridos
obtenidos al final del proceso enzimático y posteriormente se planteó otro modelo para el proceso
fermentativo (Anexo E).
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Las variables decisivas en la cinética enzimática para maximizar el contenido de GOS fueron:
•

Concentración de lactosa inicial

•

Concentración de enzima inicial

•

Tiempo de reacción

En el proceso fermentativo las variables decisivas para maximizar el contenido de GOS fueron:
•

Concentración de ácido láctico en la bebida láctea fermentada

•

Tiempo de reacción

También se estimó la concentración de biomasa obtenida con respecto al tiempo de reacción.

Como estrategia de optimización global se usó el algoritmo genético diploide programado en
®Matlab 2019b con 20 individuos y 2000 generaciones para ambos casos (Xing & Gao, 2014).

2.5.Validación experimental del modelo
Para dar cumplimiento al tercer objetivo, la validación de la correlación del modelo se realizó
experimentalmente mediante la evaluación de las variables óptimas estimadas a partir del modelo
matemático en la elaboración de la bebida láctea fermentada y así estimar cuanto error hay de
diferencia entre datos calculados y experimentales.

2.5.1. Elaboración de la bebida láctea fermentada simbiótica
La bebida láctea estaba compuesta por lactosuero en polvo, lactosa y leche, teniendo en cuenta las
variables optimizadas, una vez obtenida la solución inicial (lactosa y lactosuero), se calentó a
ebullición con el fin de aumentar la solubilidad de la lactosa y obtener una solución homogénea,
luego se bajó la temperatura hasta que alcanzó una temperatura de 50°C y se añadió la enzima βgalactosidasa con el fin de iniciar el proceso enzimático, la duración de la reacción enzimática
estuvo regida por el tiempo obtenido de optimización teórica del proceso, luego se incrementó su
temperatura a 90°C durante 15 min para inactivar la enzima β-galactosidasa y detener el proceso
enzimático. Seguidamente se tomó la solución obtenida y fue diluida en una relación 1:3, esto
mediante la adición de leche entera de vaca y leche en polvo de tal forma que la solución quedó
con un porcentaje de 3.8% de proteína y 3.7% de grasa, luego se procedió a inocular la cepa de L.
acidophilus según el punto 2.2.3 y se realizó seguimiento de la acidez con el fin de parar el proceso
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fermentativo una vez el producto hubiera alcanzado 0.7 a 1.5% de ácido láctico. Por último, el
producto fue envasado y almacenado a 4°C (Figura 8).

Figura 8. Diagrama de flujo elaboración de la bebida láctea fermentada simbiótica

2.5.2. Análisis de concentraciones de carbohidratos y biomasa
Se tomaron tres muestras de 25mL y procedió a realizar de igual forma la metodología expuesta
en los numerales: 2.2.2 y 2.2.4

2.5.3. Validación formal de los datos experimentales
El análisis formal estadístico se realizó mediante la comparación gráfica y estadística de las
concentraciones de GOS, ácido láctico y biomasa obtenidos mediante el modelo, frente a los datos
obtenidos experimentalmente. Se emplearon las siguientes metodologías explicadas por Prada
(2014):
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•

Estadísticos de bondad de ajuste: Se realizo el cálculo de las sumas de cuadrados del
error (SSE), el coeficiente R2, coeficiente R2 ajustado y la Raíz de las sumas de cuadrados
del error (RMSE) como métodos principales para probar la bondad de ajuste.

•

Análisis de Residuos: Se realizará el análisis de la diferencia de los datos experimentales
y los datos calculados, ayuda a discernir gráficamente con que tanta precisión sobre los
intervalos de confianza el modelo puede describir el experimento.

2.6.Evaluación sensorial
El análisis sensorial en la bebida láctea fermentada estuvo enfocado a la evaluación de las
opiniones de los consumidores frente a la presencia de GOS en el producto y al grado de aceptación
o rechazo por la presencia de GOS, además dicho análisis ayudó a identificar qué tan viable o
factible sería lanzar dicho producto en el mercado, ya que a pesar de que existen diversos métodos
de análisis instrumentales que ayudan a medir los estímulos y evaluar algunas características del
producto, tales como color, viscosidad, acidez, entre otros, hay algunos atributos que no pueden
ser expresados por métodos instrumentales, sino que solo se pueden medir desde el punto de vista
psicológico tal como lo es el caso de las sensaciones las cuales no se pueden medir de manera
instrumental (Rosenthal,2001).
Por lo tanto, la evaluación sensorial se realizó con la bebida láctea fermentada obtenida mediante
la metodología del numeral 2.5(a) frente a un blanco elaborado sin tratamiento enzimático, dicha
evaluación se realizó mediante un panel sensorial en el cual participó un grupo de 50 jueces
consumidores principiantes, los cuales fueron funcionarios y operarios de la empresa Avesco, esto
mediante una prueba de aceptación hedónica y una prueba de preferencia respectivamente, además
para la selección de los jueces se tuvo en cuenta diferentes criterios, tales como enfermedades
incompatibles con el estudio, presencia de algún tipo de anomalía visual, olfativa o gustativa, y
que presentaran olores persistentes, tales como tabaco o cosméticos. Cada uno de los jueces debía
llenar un formato en el cual evaluaba que tan agradable o desagradable era el producto en cuanto
a los atributos sensoriales de sabor, olor, color, consistencia y apariencia general, esto mediante
una escala hedónica de nueve puntos y en la prueba de preferencia los panelistas eligieron entre
dos muestras cuál era la de su preferencia (Anexos I y J; Carpenter, Lyon & Hasdell, 2000;
Ramírez, Murcia & Castro, 2014).
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2.6.1. Análisis estadístico
El análisis estadístico de las muestras se realizó con el Software IBM SPSS STATICS 25®, se
seleccionó una prueba no paramétrica (U de Mann Whitney) para analizar los datos de aceptación,
mientras que para las pruebas de preferencia se utilizó el estadístico binomial acumulado para
comparar las proporciones de la preferencia y determinar que fueran significativas (O’Mahony,
1986; Carpenter et al.,2000).
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3. Resultados y análisis
3.1.Evaluación experimental de la cinética enzimática y fermentativa

3.1.1. Preexperimentación
El proceso enzimático se realizó tal como se planteó en la metodología propuesta en el numeral
2.2.1 (b). En la etapa de preexperimentación se empleó la enzima β-galactosidasa en una relación
enzima-sustrato de R: 0.25% con la enzima proveniente de K. lactis, dicha relación se determinó
teniendo como referencia los resultados de Rico (2018).

El pH de la solución era de 5.38±0.04, por lo tanto la enzima proveniente de A. oryzae, se empleó
en una relación enzima/sustrato de R: 0.4% y 0.79%, estos valores se determinaron teniendo en
cuenta lo reportado por Vera, et al. (2011), quienes estudiaron el efecto del pH en la actividad de
transgalactosilación de la enzima, motivo por el cual se empleó un valor más alto de R, de tal
forma que se tuviera en cuenta dicha inhibición enzimática.

En la Figura 9 se observa un mayor rendimiento en la producción de GOS al emplear la enzima
proveniente de A. oryzae. Además, los resultados concuerdan con lo reportado por Frenzel et al.
(2015), quienes obtuvieron rendimientos del 21% en la producción de GOS con la enzima
proveniente de A. oryzae y Vera et al. (2011), quienes encontraron rendimientos de GOS entre 20
y 30% para este mismo tipo y fuente de enzima. Al comparar la relación enzima/sustrato con
respecto a la enzima proveniente de A. oryzae se observa que la producción de GOS fue mayor en
la relación 0.4% y la producción de GOS fue similar en las dos R, es decir, la cantidad de enzima
no tuvo un efecto significativo sobre la producción de GOS tal como lo menciona Vera, et al.
(2011). Sin embargo, en cuanto a la hidrólisis de la lactosa en glucosa y galactosa, la relación
enzima/sustrato tuvo un efecto diferenciador, ya que en la Figura 10, se evidencia que la
producción de glucosa y galactosa fue mayor con R: 0.79% en comparación con R: 0.4%. Como
consiguiente el grado de hidrólisis de la lactosa fue mayor en R: 0.79% tal como se observa en la
Figura 9.
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La enzima proveniente de K. lactis presentó una hidrólisis menor en comparación con la enzima
proveniente de A.oryzae estando en condiciones de temperatura y concentración de lactosa
cercanas a las óptimas, esto puede deberse a las condiciones de pH de la solución, el cual era de
5.38±0.04. Guío (2014), analizó el efecto del pH sobre la actividad hidrolítica de la enzima
proveniente de K.lactis y determinó que la actividad de hidrólisis de la enzima a pH inferiores de
4.5 y superiores a 8 ocasiona una pérdida de la función catalizadora de la enzima, además en su
investigación se identifica que a valores de pH 5.5 la actividad hidrolítica es menor que a valores
de pH 6, con la cual obtuvo su máxima función catalizadora, además en valores de pH 6 se da el
mejor valor de rendimiento en la producción de GOS 20% , a pH 5.5 se reduce a 10%.

El rendimiento obtenido fue de 8.1% lo cual corresponde a la perdida de actividad enzimática
descrita anteriormente. De igual forma Rico (2018), determinó la actividad hidrolítica de la enzima
β-galactosidasa de K. lactis en función del pH, y determino que el pH óptimo es 6.5 y a pH menores
la actividad se reduce drásticamente, mientras que a pH mayores la actividad se reduce lentamente.
Rico (2018), menciona que los minerales presentes en el lactosuero influyen sobre la βgalactosidasa proveniente de K. lactis durante la transgalactosilación de la lactosa. Por lo tanto, la
actividad hidrolítica de la enzima pudo verse afectada por el contenido de minerales presente en
la solución, ya que no se empleó lactosuero desmineralizado y de acuerdo con el anexo B, el
lactosuero estaba compuesto por un máximo de 8.5% en cenizas y de acuerdo con lo mencionado
anteriormente acerca de los resultados obtenido en la fase preexperimental, se decidió emplear la
enzima proveniente de A. oryzae en las siguientes etapas experimentales.

A Continuación, en las Figuras 9 y 10 se observa el contenido de GOS, lactosa, y galactosa con
respecto al tiempo y en relación con la fuente de enzima empleada:
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Figura 9. Concentración de GOS y lactosa con respecto al tiempo producidos en
soluciones al 42% de lactosa. R: (g Enzima/g lactosa)*100
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Figura 10. Concentración de glucosa y galactosa con respecto al tiempo producidos
en soluciones al 42% m/v de lactosa. R: (g enzima / g de lactosa) *100

3.1.2. Proceso enzimático
Dado que la obtención de GOS requiere la utilización de concentraciones relativamente altas de
sustrato, se realizó la síntesis enzimática con una concentración inicial de 30%, 35% y 40% de
lactosa, además se empleó una solución de lactosuero y lactosa con el fin de no emplear lactosa
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pura como material de partida, lo cual puede resultar factible e incluso económicamente más
rentable (Tabla 4).

En la Figura 11, se observa que en los primeros 10 min de la reacción enzimática, disminuye un
mayor porcentaje de lactosa, indicando así un alto grado de hidrólisis y síntesis de GOS. Además,
en las Figuras 12-14, se evidencia en el mismo intervalo que la velocidad de producción de glucosa,
galactosa y GOS es mayor. Sin embargo, luego de dicho tiempo la síntesis de GOS e hidrólisis de
la lactosa no continúa con la misma velocidad.

En la Figura 11, se evidencia que la concentración de lactosa disminuye con respecto al tiempo en
cada uno de los medios de reacción, lo cual se relaciona con la actividad hidrolítica y de
transgalactosilación de la enzima β-galactosidasa. En la solución con 30% de lactosa inicial se dio
una mayor reducción de la lactosa, de tal forma que se obtuvo un 72% de consumo de esta al final
de la reacción enzimática con R: 0.6%, este efecto incrementa de una forma directamente
proporcional, debido que al aumentar la relación enzima/lactosa de 0.2% a 0.4%, se incrementó
en promedio 12% la reducción de la lactosa y al aumentar de 0.4 a 0.6% se incrementó en promedio
un 7% adicional.

En los medios con 35% y 40% de lactosa inicial y R: 0.2%, los resultados de reducción de lactosa
fueron similares a los reportados por Vera, et al. (2012), quienes obtuvieron una reducción de 200
g/L a los 60 min de reacción de la enzima b-galactosidasa proveniente de A. oryzae . Sin embargo,
la cantidad de lactosa hidrolizada es superior a la reportada por Albayrak & Yang (2001), quienes
obtuvieron una reducción del 40% de la lactosa a los 60 min de reacción en soluciones con
concentración inicial de 400 g/L de lactosa.
En las Figuras 11-14 se presenta el contenido de lactosa, glucosa, galactosa y GOS con respecto
al tiempo, producidos en medios con 30%, 35% y 40% de lactosa inicial y tres relaciones de
enzima/sustrato: 0.2%, 0.4% y 0.6%.
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Figura 11. Concentración de lactosa con respecto al tiempo producidos en medios con 30 (a), 35 (b) y 40% (c) de
lactosa inicial. R: (g enzima /g de lactosa) *100

En las Figuras 12 y 13, se evidencia que el contenido de glucosa y galactosa aumenta con respecto
al tiempo, lo cual se relaciona con la actividad hidrolítica de la enzima. Adicionalmente, al
comparar las Figuras 12-14, y teniendo en cuenta que la molécula de lactosa está compuesta por
una de glucosa y otra de galactosa, se asume que, al hidrolizarse la lactosa, la cantidad de glucosa
y galactosa será la misma; sin embargo, la cantidad de glucosa obtenida fue mayor en comparación
con la de galactosa. Esto se debe a la actividad de transgalactosilación de la β-galactosidasa de
A.oryzae, es decir, las moléculas de galactosa se van uniendo a una de lactosa para formar GOS.

En cuanto al contenido de glucosa, la mayor producción se dio en el medio con 40% de lactosa
inicial, obteniendo una concentración de glucosa de 140g/L. De igual forma, la mayor producción
de galactosa fue en el medio con 40% m/v de lactosa inicial, en el cual la concentración de
galactosa fue de 95 g/L, ambos luego de 60 min de reacción enzimática. Además, la producción
de galactosa fue mayor a medida que aumentaba la cantidad de lactosa inicial en el medio.

Adicionalmente, la producción de glucosa y galactosa en los medios con 35% y 40% de lactosa
inicial y R: 0.2%, son similares a los reportados por Vera, et al. (2012), quienes obtuvieron una
producción de 80 g/L de glucosa y 38 g/L de galactosa a los 60 min de reacción de la enzima bgalactosidasa proveniente de A. oryzae. Al comparar con los resultados obtenidos por Albayrak &
Yang (2001), la cantidad de glucosa y galactosa obtenidas son superiores a la reportada por ellos,
quienes obtuvieron un 13% de glucosa y 3% de galactosa (porcentajes expresados con respecto al
total de carbohidratos).
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Figura 12. Concentración de glucosa con respecto al tiempo producidos en medios con 30 (a), 35(b) y 40% (c) de
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Figura 13. Concentración de galactosa con respecto al tiempo producidos en medios con 30(a), 35(b) y 40 % (c) de
lactosa inicial. R: (g Enzima /g de lactosa)*) *100

Al analizar con respecto al porcentaje de GOS, la máxima producción ocurrió a los 60 min de
reacción en el medio con 40% (m/v) de lactosa inicial, aunque teniendo en cuenta las barras de
error presentadas en la figura 15, este máximo no sería significativamente mayor en comparación
con los datos en los tiempos 10, 20 y 40.

Al comparar los resultados obtenidos de la pre-experimentación con los presentados en la Figura
14, el contenido de GOS fue mayor en la pre-experimentación (Figura 9) lo cual se relaciona con
el contenido de lactosa inicial, ya que Vera, et al. (2012), obtuvo un mayor rendimiento de GOS
en el medio con 50% de lactosa en comparación con el medio a 40% de lactosa, además la
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temperatura influye en el rendimiento, ya que la mayor producción de GOS en el medio con 40%
de lactosa la obtuvo a una temperatura de 55°C, mientras que en el medio con 50% de lactosa
inicial, el mayor rendimiento lo obtuvo a 47.5°C. Adicionalmente, a pesar de que a
concentraciones altas de lactosa se evidencia un mayor rendimiento, de igual forma en
concentraciones superiores a 50%, la lactosa podría encontrarse como una solución sobresaturada
o un sistema heterogéneo con lactosa precipitada lo que resulta en un efecto significativo sobre la
síntesis de GOS (Vera, et al., 2012).
Adicionalmente, estas variaciones pueden deberse a la cantidad de solución utilizadas, ya que el
volumen del medio empleado en la reacción enzimática de la pre-experimentacion fue de 200mL
con 42% de lactosa, es decir, 84g de lactosa disponible en el medio y en la experimentación se
prepararon medios de 100mL con 40% lactosa, es decir la cantidad de lactosa disponible en el
medio era de 40g. De acuerdo con lo mencionado y a los datos obtenidos en la pre-experimentación
y experimentación, la producción de GOS se favorece al escalar la producción empleando un
mayor volumen de los medios para la fase enzimática.

La preexperimentación (42% de lactosa inicial) puede ser comparada con las condiciones de 40%
de lactosa inicial y en la relación enzima/lactosa de 0.4% realizadas en la experimentación,
evidenciándose una mayor velocidad de formación de GOS entre los tiempo 0 y 20min (Figura
10) para el caso de la pre-experimentación, sin embargo al realizar un mayor seguimiento entre el
intervalo 0 a 20min, tal como se realizó en la experimentación, en la Figura 14 se observa que la
máxima producción de GOS se dio entre los tiempos 0 y 10min, ya que entre el minuto 10 y 20 la
velocidad de formación de GOS permaneció casi constante.

En cuanto al contenido de GOS obtenido, fue similar al reportado por Vera, et al. (2011), quienes
obtuvieron un 16% m/m con respecto al total de carbohidratos, a los 60 min de reacción en medios
con 40% de lactosa inicial y pH de 5.5. De igual forma los resultados obtenidos son similares a los
reportados por Frenzel et al. (2015), quienes obtuvieron rendimientos del 12% en la producción
de GOS con la enzima proveniente de A. oryzae luego de 1h de reacción en un medio con 39% de
lactosa inicial y pH 4.5.
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Adicionalmente como se evidencia en la Figura 11, la concentración de lactosa en el medio
disminuyó en los primeros 10 min, en promedio la concentración de lactosa en los medios
disminuyó a valores de 195, 239 y 276 (g/L) en los medios con 30, 35 y 40% de lactosa inicial
respectivamente, lo cual puede explicar la reducción en el rendimiento y productividad de los GOS
observada en la Figura 14 luego de los 10 min, ya que se requieren concentraciones iniciales de
lactosa superiores al 30% para favorecer la síntesis de GOS (Torres, et al. 2010). También en la
Figura 14, se observa que luego del pico máximo alcanzado se presentó una disminución del
contenido de GOS la cual fue más pronunciada en la dosis más alta de enzima (R: 0.4 %) y la
mayor concentración inicial de lactosa (40%), comportamiento similar al reportado por Bergamini,
et al. (2015), quienes realizaron la formación de GOS durante la fabricación de diferentes
variedades de yogurt y dentro de sus resultados evidenciaron una ligera degradación de GOS
después del máximo alcanzado, siendo más pronunciada con las dosis más altas de enzima.

En la Figura 14 se observa que el contenido de GOS aumenta con respecto al tiempo, pero llega a
un punto en el cual empieza a disminuir su contenido, a excepción del medio con 30% de lactosa
inicial y R: 0.6% y del medio con 40% de lactosa inicial y R: 0.2%, en los cuales en los min 1030 su contenido de GOS disminuye y vuelve a aumentar; sin embargo, esta diferencia no es
significativa. Además, al igual que en la pre-experimentación, al comparar la relación
enzima/sustrato, la cantidad de GOS obtenido fue superior en valores inferiores de R, siendo mayor
la producción en R: 0.2%.

De acuerdo con los datos obtenidos, se deduce que la disminución de GOS fue mayor a medida
que aumentaba el contenido inicial de lactosa. Por lo tanto, dicha disminución en los medios se
presentó de la siguiente forma: 40% lactosa inicial > 35% lactosa inicial > 30% lactosa inicial.
Este comportamiento podría atribuirse al hecho de que estos compuestos son intermedios en la
reacción enzimática y podría ser hidrolizado por la enzima b-galactosidasa cuando el contenido
restante de lactosa es bajo (Curda, Rudolfova, Stetina & Dryak, 2006; Rodríguez et al., 2012;
Splechtna et al., 2006; citados en Bergamini, et al. 2015).
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Figura 14. Concentración de GOS con respecto al tiempo producidos en medios con 30 (a), 35 (b) y 40% (c) de lactosa
inicial. R: (g enzima /g de lactosa) *100

3.1.3. Proceso fermentativo

Antes de realizar el proceso fermentativo se realizó la optimización del contenido de lactosa y
tiempo de reacción enzimática, con el fin de lograr obtener la máxima producción de GOS al final
del proceso enzimático, por lo tanto, se realizó el proceso fermentativo con el fin de obtener datos
y optimizar el tiempo de este, para alcanzar la acidez estipulada y el mayor contenido de GOS. De
acuerdo a lo anterior, el proceso fermentativo se realizó con la solución obtenida de la reacción
enzimática realizada durante 20 min en un medio al 40% de lactosa inicial la cual fue diluida de
acuerdo a la Tabla 5, luego esta se dejó en el proceso fermentativo durante 26 h realizando
seguimiento de la acidez, biomasa y GOS, los cuales se presentan a continuación en las Figuras
15-17.

De acuerdo con la Figura 15, se evidencia una relación directamente proporcional entre el tiempo
de reacción fermentativa y la acidificación del producto, es decir, a mayor tiempo de incubación
mayor acidez alcanzó la bebida, de tal forma que al cabo de 26 h de reacción llegó a valores de
1.2% expresada como porcentaje de ácido láctico (ECAL) (p/p). Dicho aumento de la acidez se
relaciona con el proceso fermentativo en el cual las bacterias ácido lácticas descomponen la lactosa
del medio de forma extracelular, asimilando los azúcares simples para la conversión de estos a
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ácido láctico, por lo general este proceso es realizado hasta que la concentración de este alcance
valores de 0.7 a 1.5%ECAL, lo cual está exigido por la resolución 2310 de 1986.

A su vez, el ácido láctico producido por las bacterias desestabiliza la estructura de la proteína de
leche durante el proceso de fermentación provocando así un proceso de coagulación con una
estructura similar a un gel. A medida que se va produciendo ácido láctico tiene lugar un descenso
del pH, de tal forma que cuando este se aproxima al punto isoeléctrico de las caseínas, la carga
neta de la superficie micelar disminuye, desaparece la repulsión electrostática por la que se
estabilizan las micelas de caseína. Esto provoca la solubilización del fosfato cálcico coloidal y la
migración desde la micela hasta la fase soluble provocando la desestabilización de las micelas de
caseína, las cuales se aproximan y coalescen dando lugar a la formación de un gel y a sí mismo
permitiendo aumentar la viscosidad en la bebida láctea (Sánchez, 2016).

En cuanto a los tiempos de fermentación, son similares a los reportados por Montero, Juarez &
García (2009), quienes analizaron el crecimiento de cepas de Lactobacillus y entre ellas L.
acidophilus, las cuales lograron su máximo crecimiento entre 18 y 36 h (2×107 ufc mL–1). Dichos
tiempos de fermentación son largos, motivo por el cual en la industria se emplean microorganismos
mixtos, tal es el caso del yogurt en el cual en su elaboración se emplea una simbiosis entre dos
bacterias: Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, las cuales se caracterizan
porque cada una estimula el desarrollo de la otra, además esta interacción reduce
considerablemente el tiempo de fermentación y el producto resultante tiene peculiaridades que lo
distinguen de los productos fermentados mediante una sola cepa bacteriana (Spreer, 1991). Sin
embargo, debido a que uno de los objetivos de la investigación consistió en desarrollar un modelo
conjunto de las reacciones que ocurren en el proceso de la obtención de la bebida láctea fermentada
simbiótica, se decidió emplear una sola cepa para evitar una mayor complejidad en el
modelamiento de los datos.

Acidez (%ECAL)
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Figura 15. Acidez en medio para la reacción fermentativa.

Adicionalmente, a partir del catabolismo microbiano se liberan sustancias que determinan el aroma
y sabor de la bebida láctea; la principal es el ácido láctico, responsable de la acidez característica
de estos productos, aunque otras muchas sustancias matizan el sabor y aroma como son el diacetilo,
la acetona y el acetaldehído (Ruiz, 2009).

En la Figura 16, se observa un comportamiento ascendente de la biomasa con respecto al tiempo,
de tal forma que en la primeras 6 h la velocidad de producción de biomasa es baja debido a la fase
de latencia, pero a partir de la hora 8 la velocidad de producción empieza a aumentar hasta obtener
un valor de 5% p/p de biomasa equivalente a 50 g/L al cabo de 26h de reacción fermentativa en
un medio con 147 g/L de lactosa inicial (Tabla 6). Los datos obtenidos son inferiores al
compararlos con respecto a los reportados por Jakymec, et al. (2001), quienes obtuvieron valores
de 40 g/L al cabo de un menor tiempo de reacción (10 h) y con un menor contenido de lactosa
inicial (90.64 g/L), sin embargo la cepa empleada fue Lactobacillus bulgaricus y además
emplearon una mayor cantidad de microorganismo (10 % del volumen total del medio) y realizaron
una reactivación del microorganismo durante 2 días en leche a 40 °C, luego fue sembrado en agar
de leche durante 24h en refrigeración y posteriormente lo dejaron adaptar y reproducir durante 12h
en estufa a 42 °C de tal forma que garantizaron un contenido de 106 - 108 UFC/mL de inoculo.
Mientras que los datos obtenidos son superiores al compararlos con respecto a los datos reportados
por Álvarez, Aguirre, Ramírez & Rodríguez (2010), quienes obtuvieron un valor de 4.3 g de
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biomasa/L en un tiempo de 25 h de reacción, sin embargo, la cepa que empleaban era Lactobacillus
casei var. rhamnosus y en un medio con menor contenido de lactosa (35 - 70 g/L).

Por lo tanto, la bebida láctea elaborada podría ser catalogada como probiótica luego de realizar la
cuantificación de su potencial probiótico mediante cuantificación en agar.

Biomasa (%Peso seco)

6%
5%
4%

3%
2%
1%

0%
0

5

10

15
20
Tiempo (Horas)

25

30

Figura 16. Concentración de biomasa en la reacción fermentativa

Según la FAO, los probióticos, son considerados como sustancias GRAS, de tal forma que al
proporcionar una dosis apropiada de bacterias probióticas se pueden obtener efectos benéficos en
la salud del consumidor, además se debe proporcionar la cantidad mínima diaria con el fin de que
éste confiera beneficios específicos para la salud, adicionalmente se debe garantizar el número
mínimo viable de cada cepa probiótica al final de su período de conservación y la cantidad de
alimento sugerida debe proveer la dosis efectiva de probióticos relacionada con la declaración de
propiedades saludables (FAO, 2002). De acuerdo con lo mencionado y según Sánchez, Ruiz y
Morales (2015), un producto probiótico debe contener células viables en una cantidad de >106-108
UFC/g o >108-1010 UFC/dosis de producto.

Dado que la unidad de medida de la biomasa no fue en UFC/g, no se puede tener en cuenta la
producción de biomasa como parámetro del modelo, debido a que no hay una conversión directa
entre el porcentaje de biomasa o g/L y UFC/g para esta cepa específica (L. acidophilus).
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En la Figura 17 se presentan las concentraciones de GOS durante la etapa fermentativa. A partir
de estos datos y al analizar el porcentaje inicial de GOS, se evidencia que éste disminuye con
respecto al presentado en la Figura 14, lo cual se debe a la dilución realizada (1:3) para la
preparación del medio empleado en el proceso fermentativo, además se evidencia una reducción
en el contenido de GOS con respecto al tiempo de la reacción fermentativa, esto puede deberse a
que como se mencionó anteriormente, estos compuestos son intermedios en la reacción enzimática
y podría ser hidrolizado por la enzima β -galactosidasa cuando el contenido restante de lactosa es
bajo, además de acuerdo a lo mencionado por Sangwan, et al. (2011), los GOS poseen estabilidad
ácida y la microflora nativa del yogur no rompen los GOS ya que las cepas de L. acidophilus son
homofermentativos y tienden a utilizar glucosa como fuente primaria de energía por encima de
azucares más complejos (Srinivas, Mital & Garg, 1990).
30
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Figura 17. Concentración de GOS en la reacción
fermentativa

Aunque no se cuantifico el contenido de GOS en las primeras horas de reacción, se han encontrado
GOS en este tipo de alimentos (yogures) , esto debido a la enzima β-galactosidasa presente en las
cepas de L. acidophilus, por lo tanto dado que se presenta una disminución de GOS, también pudo
haberse presentado simultáneamente una leve producción de GOS, ya que el proceso de
fermentación láctica también produce GOS como efecto de la β-galactosidasa bacteriana (Toba,
Tomita, Itoh & Adachi, 1981). Martínez, Cardelle, Corzo, & Olano (2008) han estimado
concentraciones de GOS en yogures comerciales españoles de 3 denominaciones: yogures,
yogures con bifidobacterias y yogures con L. casei; encontrando concentraciones más altas (entre
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300 y 550 mg de GOS/100 g de producto) en yogures con microorganismos probióticos entre los
cuales predominan GOS’3 con más de un 50 % de presencia en la mayoría de los casos excepto el
yogur convencional.
Tabla 6. Concentración de carbohidratos obtenidos en la reacción fermentativa.
Horas

GOS (g/L)

Lactosa (g/L)

Glucosa (g/L)

Galactosa (g/L)

0

22.53

147.1

17.86

10.8

17

14.31

7.17

72.84

105.66

18

12.80

8.66

72.76

105.76

Con respecto a los datos presentados en la Tabla 6, se evidencia que la cantidad de glucosa y
galactosa aumenta considerablemente, mientras que la cantidad de GOS y lactosa disminuye, esto
se debe a que las cepas de L. acidophilus en temperaturas de fermentación (35-45 °C) tienden a
utilizar glucosa como fuente primaria de energía sobre azúcares más complejos (Srinivas, Mital &
Garg, 1990), teniendo en cuenta lo reportado por Srinivas, et al. (1989), quienes obtuvieron el
orden de utilización del azúcar de las cepas de L. acidophilus de la siguiente forma: glucosa >
fructosa> sacarosa >lactosa > galactosa, se asume que inicialmente el microorganismo empieza a
metabolizar la glucosa para usarla como fuente de energía pero en el momento en el que se acaba
el contenido de glucosa disponible, empieza a liberar su enzima β -galactosidasa lo cual le permite
hidrolizar la lactosa, dando como resultado un aumento en el contenido de glucosa y galactosa en
el medio, sin embargo dado que el microorganismo solo puede consumir glucosa debido a su ruta
estrictamente homofermentativa, empieza a consumirla nuevamente, lo cual ocasiona que la
cantidad de esta en el medio sea menor en comparación con la galactosa.

En cuanto a la lactosa en el tiempo inicial, la cantidad no es equivalente a una tercera parte de la
lactosa presente en la solución obtenida de la reacción enzimática, esta es superior debido a que
luego de realizar la dilución (1:3) para preparar el medio empleado en la reacción fermentativa, se
realizó adición de leche en polvo (la cual contiene un 48.8 % de carbohidratos), dando como
resultado un valor de 147.1 g/L en el tiempo cero.
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Con respecto al tiempo de reacción, luego de 18 h se evidencia una disminución de GOS y un
aumento en el contenido de la lactosa con respecto al dato obtenido de la hora 17, lo cual puede
ser causado por la hidrólisis de los GOS’3 en GOS’2 o isómeros de lactosa los cuales
probablemente quedaron identificados como lactosa, ya que tal como ocurrió en la reacción
enzimática, el contenido de GOS empezó a disminuir luego de un tiempo determinado. De acuerdo
a lo mencionado anteriormente, aunque las cepas de L. acidophilus producen la enzima βgalactosidasa, su actividad es menor a temperaturas de refrigeración (Brashears & Gilliland, 2010),
por lo tanto se asume que al realizar el almacenamiento del producto en temperaturas de
refrigeración no continuará la disminución del contenido de GOS, ya que Bergamini, et al. (2015)
cuantificaron la formación de GOS durante la fabricación de diferentes variedades de yogurt y
analizaron su estabilidad durante el almacenamiento, afirmando dentro de sus resultados que “los
GOS se mantuvieron estables en el producto durante el almacenamiento debido a la incapacidad
de los cultivos añadidos para metabolizarlos y a la inactivación de la enzima β-galactosidasa en
valores de pH ácido del yogurt”, sin embargo hacen mención que la estabilidad de los GOS podría
ser diferente en yogures hechos con otras enzimas β-galactosidasa que tengan su pH óptimo en
medios ácidos (Bergamini, et al, 2015).

3.2. Modelamiento de las reacciones enzimática y fermentativa.

3.2.1. Obtención y correlación de parámetros del modelo matemático de la cinética
enzimática.

Los balances A y B al ser utilizados para correlacionar la cinética enzimática presentan las
siguientes diferencias (Tabla 7).
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Tabla 7. Comparación balances A y B.

Ítem

Balance A

Suposiciones iniciales

Hay

Balance B
diferencia

monosacáridos

entre No
en

GOS

diferencia

la monosacáridos

oligomerización.
Los

hay

entre

en

la

formados

tienen

oligomerización.

formados

tienen Los

estructura de trisacáridos.

GOS

estructura de tri y tetrasacáridos.

Concentraciones

Lactosa, Glucosa, Galactosa y Lactosa,

Monosacáridos

correlacionadas

GOS.

Constantes cinéticas

El balance está regulado por 5 El balance está regulado por 6

(Glucosa + Galactosa) y GOS.

constantes cinéticas de las cuales constantes cinéticas de las cuales
2 (K4 y K5) regulan la formación 3 (K4, K5 y K6) regulan la
de GOS.
Complejos enzimáticos

formación de GOS.

E-Gal de alta velocidad de E-L y E-M de alta velocidad de
formación y rompimiento.

Fallas en planteamiento

No

plantea

formación

formación y rompimiento.
de No

disacáridos.
Solo

plantea

plantea

formación

de

disacáridos.
formación

de Plantea la formación de tri y

Trisacáridos.

tetrasacáridos bajo la misma
composición molar.

Grados de libertad
60

18

5

37

Datos

45

promediados
Concentraciones
iniciales
Constantes

6

cinéticas
Grados
libertad

18

de

21

Datos
promediados
Concentraciones
iniciales
Constantes
cinéticas
Grados
libertad

de
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Las constantes cinéticas de ambos balances relacionan la velocidad de formación y consumo de
los distintos compuestos en el medio, así como también la vida media de estos compuestos, el
máximo valor de estas se limita por la capacidad de difusión en el medio de las moléculas por lo
que su valor máximo está en el rango de 108-109 L/mol-1 s-1,las reacciones enzimáticas tienden a
tener valores muy altos de K debido a la alta actividad enzimática.

Basados en las especificaciones de la Tabla 7, se presentan las Tablas 8-11 donde se presentan los
parámetros obtenidos y las correlaciones de cada balance y las Figuras 19 y 20 donde se presenta
la comparación entre valores experimentales y calculados con cada balance.
Tabla 8. Reporte de los parámetros del modelo matemático de la cinética
enzimática con respecto al balance A
Constante

Valor

Unidades

K1

5065.806

L/molE-1 min-1

K2

3592.396

min-1

K3

146596311

L/molE-1 min-1

K4

12995.073

L/molE-gal-1
min-1

K5

608719753

R2

0.983

L/molE-1 min-1

Revisar figura 6

Las constantes determinadas en la Tabla 8 indican que la velocidad de formación del complejo
Gal-E es alta, lo cual es característico de las reacciones enzimáticas debido a que su velocidad es
mayor respecto a la velocidad de formación de productos, esto de acuerdo al seguimiento realizado
a las constantes K1, K3 y K5, las cuales son más altas que K2 y K4, permitiendo ver una disposición
inicial del conjunto de reacciones hacia la transgalactosilación, aunque la reversibilidad de la
reacción de formación de GOS mostrada en K5 es alta, generando como resultado que se favorezca
la hidrólisis sobre la transgalactosilación con el paso del tiempo (Figura 6).
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Tabla 9. Matriz de correlación entre los parámetros de la cinética
enzimática obtenidos a partir del balance A.
R. K

K1

K2

K3

K4

K5

K1

1.0000

-0.9898

0.9781

-0.5771

K2

-0.9898

1.0000

-0.9384

0.6699

0.6173
0.6987

K3

0.9781

-0.9384

1.0000

-0.4200

K4

-0.5771

0.6699

-0.4200

1.0000

0.4748
0.7773

K5

0.6173

-0.6987

0.4748

-0.7773

1.0000

En la Tabla 9, se evidencia que las constantes K1, K2 y K3 presentan una mayor correlación entre
ellas con valores absolutos cercanos a 1, además un incremento en la constante K1 produce
disminuciones en la constante K2 y aumentos en K3, lo cual nos indica que el modelo correlaciona
mejor la hidrólisis en la formación de compuestos debido a que a partir de esas reacciones se
consume la lactosa y se produce glucosa y galactosa libre, los cuales son 3 de los 4 compuestos de
seguimiento, mientras K4 y K5 tienen una menor correlación con K1, sin embargo, un aumento en
K1 genera disminución de K3 y aumento de K5 para mantener la estabilidad del modelo, en cuanto
a K2 y K4 tienen una relación directamente proporcional, es decir, el fenómeno de la
transgalactosilación está parcialmente ligado a la reacción de hidrólisis.
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Figura 18. Comparación concentraciones calculadas modelo
enzimático con balance A vs datos experimentales.

En la Figura 18 se presentan las concentraciones calculadas mediante el modelo realizado con base
en el balance A, en el cual se puede ver que las concentraciones calculadas de los compuestos
experimentales (lactosa, glucosa, galactosa y GOS) tienen diferentes comportamientos frente a sus
contrapartes experimentales, las concentraciones de lactosa calculadas durante la reacción tienden
a ser un poco más altas que las experimentales, además las concentraciones de galactosa son
cercanas a la línea de 45°, mientras que las de glucosa calculadas son más bajas que las
experimentales, por último las concentraciones de GOS a través del tiempo tienen mayor precisión
en las concentraciones más altas, mientras que en concentraciones experimentales bajas sus
concentraciones calculadas tienden a ser más altas, en cuanto a los residuos estadísticos de los
datos, aquella que presenta una menor cantidad de residuos altos es la curva de lactosa, presentando
una mayor correlación entre los datos experimentales y calculados, sin embargo presenta una serie
de residuos anormales en la base y en la punta de la gráfica, lo cual indica que el seguimiento del
modelo requiere más puntos entre 0 y 10 minutos. En cuanto a la curva de los GOS, esta presenta
algunos residuos altos los cuales se limitan a la parte baja de la gráfica.
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Tabla 10. Reporte de los parámetros del modelo matemático de la cinética
enzimática teniendo en cuenta el balance B.
Constante

Valor

Unidades

K1

6160468.410

L/molE-1 min-1

K2

4566077.603

L/molE-L-1 min-1

K3

4396.097

L/molE-L-1 min-1

K4

5410.835

L/molE-M-1 min-1

K5

108411589.200

L/molE-1 min-1

K6

5.859

L/molE-M-1 min-1

R2

0.946

En la Tabla 10, las velocidades de formación y descomposición del complejo enzima-lactosa (EL)
son altas de acuerdo con los parámetros K1 y K2, también se puede ver que las constantes K3 y K4
comparten orden de magnitud debido a que están relacionadas con la formación de GOS y de
monosacáridos al mismo tiempo. Además, se observa que la constante K5 hace que la velocidad
en la que los GOS se descomponen sea alta, causando una mayor tendencia por la hidrólisis. Por
último, K6 es baja, lo cual indica que la formación de GOS’4 no es común, aunque también podría
indicar un fallo en la estequiometría del conjunto de reacciones, debido a que el modelo asume
oligosacáridos de grado 3 y de grado 4 como el mismo compuesto.

En comparación con los valores obtenidos por Palai. Mitra & Bhattacharya (2012), quienes
emplearon β-galactosidasa extraída de Bacillus circulans a 525 g/L con una relación
enzima/lactosa de 0.3% y una actividad enzimática específica de 1300 μmol ONP min-1.g-1,
reportaron constantes K1, K3 y K5 de orden alto, siendo la constante K3 de orden de 1011 mM h-1
(109 mol min-1 L-1) , lo que indica que los intervalos utilizados para el modelo fueron formulados
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correctamente, debido a que la estimación de parámetros se ajustó dentro de los grados de libertad
del modelo, dando como resultado las constantes cinéticas con menor error, respetando los
balances de masa. Aunque dependiendo del tipo de enzima y también debido a las condiciones
experimentales usadas, se pueden ver favorecidas ciertas constantes en el modelo, se destaca del
modelo la inclusión de la dificultad de oligomerización, debido a que tanto el autor como en este
caso se obtuvo una constante k6 baja indicando la baja probabilidad de que un GOS’3 se convierta
en un GOS’4.
Tabla 11. Matriz de correlacion entre los parámetros de la cinética
enzimática obtenidos a partir del balance B.
R.K

K1

K2

K3

K4

K5

K6

K1

1.0000

-0.3959

-0.6793

-0.2721

0.2857

0.2982

K2

-0.3959

1.0000

0.4875

-0.0349

-0.8161

0.0647

K3

-0.6793

0.4875

1.0000

-0.3520

-0.2589

-0.5285

K4

-0.2721

-0.0349

-0.3520

1.0000

0.2607

0.1491

K5

0.2857

-0.8161

-0.2589

0.2607

1.0000

-0.2706

K6

0.2982

0.0647

-0.5285

0.1491

-0.2706

1.0000

En la Tabla 11 se evidencia que la correlación entre parámetros es menor, a excepción de las
constantes K2 y K5, las cuales están relacionadas directamente con la reversibilidad de la formación
del complejo EL y la reacción de transgalactosilación; aunque se puede relacionar K3 en la
formación del complejo EM con las reacciones de transgalactosilación y las constantes cinéticas
K4, K5 y K6 de forma inversamente proporcional, lo cual quiere decir que un incremento en la
formación de este complejo causara una disposición de la reacción a aumentar la hidrólisis a través
de K2.

En la Figura 19, se presenta el modelo planteado a partir del balance B, en el cual se puede ver que
las concentraciones de GOS en su mayoría se encuentran por debajo de la recta de 45°, indicando
una acumulación de residuales menor frente al balance A, adicionalmente la curva de Glucosa +
Galactosa presenta un gran número de residuos altos, esto debido a que el error en cada uno de
estos compuestos se acumula haciendo que estas concentraciones sean las más complejas de
optimizar en el modelo, mientras que la curva de lactosa presenta inicialmente una baja
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acumulación de residuos entre las concentraciones experimentales y calculadas, pero a medida que
avanza la reacción las concentraciones de lactosa disminuyen y como resultado la frecuencia de
residuos va aumentando.
Lactosa
Glucosa + Galactosa
GOS
45°

Concentraciones calculadas (g/L)

400

300

200

100

0
0

100

200

300

400

Concentraciones experimentales (g/L)

Figura 19. Comparación concentraciones calculadas modelo enzimático
con balance B vs datos experimentales.

Al comparar las Figuras 18 y 19, se observa que en la Figura 19 los puntos de los carbohidratos
están más cercanos a la recta de 45°, aunque las máximas concentraciones de GOS del balance B
se encuentran más cerca a la recta de 45° (Figura 20 y Figura 23).

3.2.2 Obtención y correlación de parámetros del modelo matemático de la cinética
fermentativa
En las Figuras 20 y 21, se presentan las cinética de producción de ácido láctico y de consumo de
GOS con respecto a la velocidad de formación de biomasa, gráficas en las cuales se puede
evidenciar que debido a la baja cantidad de datos experimentales, la correlación obtenida es alta,
lo cual indica una velocidad alta de producción de biomasa y una alta afinidad con los GOS como
sustrato, lo cual se reporta en la Tabla 12, sin embargo se requiere realizar una ampliación en la
descripción de la cinética para darle mayor confianza y validez al modelo presentado, además es
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conveniente relacionarlo con respecto a todos los carbohidratos a través del tiempo, para observar
si en realidad existe una tendencia hacia alguno de ellos o se llega a presentar un caso de
crecimiento microbiano diaúxico.

dP/dt (% Acidez/min)

0,0120
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dP/dt (% Biomasa/min)
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Figura 20. Cinética producción de ácido láctico

dX/dt (% Biomasa/min)

0,0016

0,0012

0,0008

0,0004

0

0

0,2

0,4
0,6
1/GOS (L/g)

0,8

1

Figura 21. Cinética de consumo de GOS con respecto a la velocidad de formación de biomasa.
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Tabla 12. Resumen modelo fermentativo
Constante

Valor

Unidades

Vmax

603880.248

% Biomasa/min

Ks

999.71

% GOS

R2

0.9398

α

0.0017

R2

0.998

% Ácido láctico/% Biomasa

3.3.Optimización del modelo

En la Tabla 12, se presentan los resultados obtenidos de la optimización del modelo realizado, de
tal forma que se lograra obtener la máxima producción de GOS en la bebida láctea fermentada al
final del proceso enzimático y fermentativo. A continuación, se presentan los resultados obtenido
del modelamiento de los datos mediante los balance A y B (Figura 6).
Tabla 13. Puntos máximos de la reacción enzimática según balance A y B.
Variable

Balance A

Balance B

Experimental

Tiempo óptimo

40min

20 min

60 min

Concentración óptima de GOS

79.82 g/L

80.94 g/L

73.6 g/L

Relación inicial (Enzima/Lactosa)

0.4 %

0.15 %

0.2 %

Concentración inicial de lactosa (g/L)

400

400

400

Rendimiento de GOS (% carbohidratos)

20.65%

19.47%

18.4%

De acuerdo a la Tabla 13, se puede observar que de la optimización del balance A y balance B se
obtienen concentraciones similares en cuanto a rendimiento máximo de GOS, sin embargo el
balance A esta más alejado de los datos experimentales en comparación con el balance B, por ende,
se elaboraron las superficies de concentración máxima (Figura 23) de los balances A y B para
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decidir cuál de los dos balances se ajustan mejor a los datos experimentales y en base a eso elegir
el modelo adecuado para la optimización.

Figura 22. Superficies de los balances frente a las condiciones iniciales experimentales ensayadas.

Con base en la Figura 22, en la cual se pueden ver las superficies de los dos modelos desarrollados
con respecto a los balances A y B, se evidencia que en el balance A hay una mayor tendencia hacia
el aumento del rendimiento a medida que se incrementa la cantidad de enzima, lo cual es contrario
con los datos teóricos reportados sobre el comportamiento de la enzima en dichas condiciones
(Milisavljević et al. ,2015).

El modelo A en concentraciones bajas de enzima predice valores por debajo de los datos
experimentales obtenidos, mientras que el balance B predice en su mayoría concentraciones más
altas de GOS en concentraciones bajas de enzima, reportando un mayor rendimiento con respecto
al balance A y ajustándose a la mayoría de los datos experimentales.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, se eligió el modelo realizado a partir del balance B
para realizar la optimización.
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Tabla 14. Punto óptimo reacción fermentativa
Variable

Valor

Tiempo óptimo

17 h

Acidez % ECAL

1.0003 %

Biomasa (% Peso seco)

4.7 %

Concentración GOS

14.32 g/L

En cuanto a la reacción fermentativa, de acuerdo con la optimización del modelo planteado y los
datos presentados en la Tabla 14, se obtuvo que en un tiempo de 17 h se podría alcanzar una acidez
adecuada sin afectar considerablemente el contenido prebiótico de la bebida. Sin embargo, hay
que realizar un mayor ajuste del modelo, debido a que solo se contaba con tres datos
experimentales de GOS para la realización del modelo fermentativo, por lo tanto, se requeriría
realizar una ampliación de la descripción de la cinética para darle mayor confianza y validez al
modelo presentado y puntos óptimos estimados.

3.4. Validación experimental del modelo
En la Figura 23 se presentan los datos de validación experimental con respecto a los obtenidos del
balance B, indicando que las concentraciones máximas de GOS llegaron hasta un 67.6 g/L tal
como se reporta en la Tabla 15, además al comparar con respecto a la Figura 23, se evidencia que
el dato obtenido acerca del contenido de lactosa está muy cercano al estimado mediante el modelo,
mientras que la concentración de glucosa + galactosa y GOS se encuentran con una menor
correlación con respecto a la curva del modelo, es decir, se presentó un mayor ajuste del modelo
en cuanto al contenido de lactosa, principalmente debido a que en los balances para glucosa,
galactosa y GOS no se tienen en cuenta errores implícitos tales como la formación de disacáridos
y la formación de GOS’5 los cuales afectan las cantidades de glucosa, galactosa y GOS
principalmente.
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Figura 23. Validación de los resultados experimentales con respecto al balance B.
Líneas punteadas corresponden al modelo y círculos corresponde a los valores obtenidos luego de 20 min
de reacción enzimática en medio al 40%m/v lactosa con 0.15R.

En la Tabla 15, se muestra el contenido de GOS, lactosa, glucosa y galactosa, luego de 20 min de
reacción de la enzima β-galactosidasa, lo cual permitió la hidrólisis de la lactosa en glucosa y
galactosa, y de igual forma permitió la obtención de GOS en un 16,9% m/m del total de
carbohidratos, por lo tanto al comparar esto datos con los valores teóricos obtenidos mediante la
optimización del modelo, se evidencia que la cantidad de GOS producida está por debajo del
porcentaje esperado (Tabla 15), sin embargo se obtuvo una cantidad similar a la obtenida al
emplear un mayor contenido de enzima, es decir, en condiciones de 0.2R se obtuvo un 17%m/m
del total de carbohidratos empleando el mismo contenido de lactosa y en el mismo tiempo (20
min) , además se obtuvieron resultados similares a los reportados por Vera, et al. (2011), quienes
obtuvieron un 16% m/m con respecto al total de carbohidratos, en un mayor tiempo de reacción
(60 min) en medios con 40% de lactosa inicial y pH de 5.5.
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Tabla 15. Concentración de GOS, lactosa, glucosa y galactosa obtenidas del proceso de validación
enzimática (20 min de reacción enzimática en medio al 40%m/v lactosa con R: 0.15%).

Unidades

GOS

Lactosa

Glucosa

Galactosa

(g/L)

67.6

246.4

53.6

32.4

% Carbohidratos

16.9

61.6

13.4

8.1

El contenido de GOS obtenido, fue superior al reportado por Bergamini, et al. (2015), quienes
inocularon cepas de L. acidophilus en un yogurt elaborado con leche tratada con β-galactosidasa
comercial y generaron GOS en concentraciones de 0.36 g/100 mL a 0.62 g/100 mL. Sin embargo,
la enzima empleada por ellos era proveniente de K. lactis y la concentración de lactosa de las
soluciones fue de 5, 10 y 20 g/100 mL de solución. Además de acuerdo a lo estipulado en la
resolución 333 de 2011, una porción de una bebida láctea corresponde a 200g, por lo tanto de
acuerdo a la cantidad de GOS obtenida al final del proceso fermentativo, una porción de bebida
láctea fermentada estaría compuesta por 2.9g de GOS, permitiendo que el producto sea catalogado
como un alimento prebiótico, ya que de acuerdo a lo mencionado por Davis et al. (2010) citado en
Singla & Chakkaravarthi (2017), para que un alimento sea denominado como prebiótico debe
proporcionar un mínimo de 5g al día para proporcionar efectos significativos sobre la microbiota
gastrointestinal (Tabla 16), una porción de bebida láctea aportaría un 58% del valor diario
recomendado, el cual en conjunto con una alimentación balanceada y consumo de otras fuentes de
prebióticos, estaría aportando la cantidad diaria de prebióticos recomendada. De lo contrario, 2
porciones de bebida láctea aportarán la cantidad de prebióticos mínima recomendada al día, y
permitirá que el producto proporcione efectos significativos sobre la microbiota gastrointestinal
del consumidor presentando mejoras significativas en Bifidobacterium spp.
Tabla 16. Concentración de carbohidratos obtenidos de la validación del punto óptimo fermentativo
obtenido (17h de reacción fermentativa).
Tiempo (h)

GOS (g/L)

Lactosa (g/L)

Glucosa (g/L)

Galactosa (g/L)

17

14.319

7.174

72.841

105.665
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Adicionalmente en cuanto al consumo recomendado, Sangwan et al. (2011), recolectaron datos
acerca de los beneficios de GOS, entre los cuales están: el consumo de 5 a 10 gramos por día
genera un incremento significativo selectivo de Bifidobacterium spp. en el tracto intestinal, además
Colastra (2015), menciona que con el fin de tener una nutrición adecuada se aconseja que en niños
el consumo diario sea de 2.500 mg inicialmente, y luego pasar a 5.000 mg y en los adultos 5.000
mg inicialmente, y luego pasar a 10.000 mg (Colastra, 2015).

De igual forma es importante no exceder su consumo, ya que la fermentación bacteriana de
carbohidratos no digeridos aumenta la producción de gases en el colon y puede causar síntomas
gastrointestinales adversos como la flatulencia, los cuales pueden llegar a ser efectos secundarios
comunes del aumento de la ingesta de fibra, esto se debe a que los GOS se fermentan en el colon
y por lo tanto pueden aparecer síntomas negativos después de su ingesta, de igual forma la
frecuencia de estos aumenta cuando la dosis de GOS es mayor (Niittynen, Kajander, & Korpela,
2007). Además, de acuerdo con los estudios a la misma fuente las cantidades de 12 g de GOS o
menos al día fueron bien toleradas, pero 15 g de GOS por día aumentaron las flatulencias en los
consumidores analizados.

En la Tabla 17 se muestran los porcentajes de error entre las predicciones de GOS y los valores de
los cuales presentan un error de 19.7 % en la validación frente a los valores obtenidos por
optimización en la cinética enzimática, este error puede haberse debido al tiempo transcurrido de
la reacción, junto con el tiempo de inactivación y los efectos de estos en el valor real obtenido que
puede ser un poco más bajo de lo esperado. Mientras que en la cinética fermentativa la baja
cantidad de datos del modelo permitió obtener una concentración de GOS obtenida con bajo
porcentaje de error.
Tabla 17. Comparación de las concentraciones de GOS obtenidas frente a las optimizadas
Cinética

Valor obtenido

Valor optimizado

% Error

Enzimática

67.6

80.94

19.7%

Fermentativa

14.32

14.319

0.0069%
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3.5. Evaluación sensorial
Los datos obtenidos de la evaluación sensorial se analizaron estadísticamente mediante el test
estadístico no paramétrico de U de Mann Whitney, comparando los valores de la mediana, los
cuales se presentan en la Figura 24, se analizó a partir de la normalización del test valores (z) y el
valor p resultado de estos, los cuales se presentan en la Tabla 18, de tal forma que valores de p
inferiores a 0.05 indican diferencias significativas entre las muestras analizadas (Blanco y BLF).

BLF corresponde a la bebida láctea fermentada en la cual se empleó la solución con GOS obtenidos
mediante la reacción enzimática y el blanco corresponde a la bebida láctea fermentada elaborado
sin tratamiento enzimático.

En la Tabla 18 y en la Figura 24, se observa que solo en los atributos de olor y sabor se evidencian
diferencias significativas, implicando que las muestras del Blanco obtuvieron un valor más alto de
la mediana para dichos atributos, esto se relaciona con un sabor residual que quedó en las muestras
con tratamiento enzimático. Además, las características sensoriales evaluadas se consideran
aceptables con valores superiores a 5, teniendo en cuenta que entre mayor sea el valor, mayor es
su nivel de agrado, de acuerdo con esto los atributos que se encuentran por debajo de dicho valor
como el sabor de la muestra BLF y la consistencia de la muestra del Blanco, siendo mejor evaluado
el olor del blanco y el color de las dos muestras.
7

Mediana

6
5
4
3
2

1
0
Color

Blanco

Olor

BLF

Sabor

consistencia

apariencia

Atributo

Figura 24. Valores de la mediana para los atributos de color, olor, sabor, consistencia
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Tabla 18. Valores z y p para los
distintos atributos evaluados
Atributo

z

p

Color

-0.219

>0.05

Olor

-2.457

<0.05

Sabor

-4.524

<0.05

Consistencia

-1.364

>0.05

Apariencia

0.180

>0.05

Valores p <0.05 indican diferencias
significativas entre las muestras según
test U de Mann Whitney Ver Anexo F

3.5.1 Evaluación de preferencia

En La Figura 25 se presenta la proporción de preferencia de los consumidores por cada una de las
muestras.

32%
68%

Blanco
BLF

Figura 25. Preferencia de los consumidores por cada una de las
muestras.
Mayoría significativa según en comparación pareada (p≥0.05, X=33,
n=34) Ver anexo G

En la Figura 25, se observa que el blanco presentó una mayor preferencia de forma significativa
(p≥0.05, X=33, n=34) por los evaluadores, BLF obtuvo un 32% de preferencia lo cual es algo
bueno ya que indica aceptabilidad del producto por un porcentaje de estos, siendo aún más
apetecible para algunas personas en comparación con el blanco, dichos resultados son positivos en
cuanto a la aceptación del producto, lo cual da la posibilidad de continuar con el estudio del
producto de tal forma que se logre mejorar en cuanto a sus características de sabor, olor y
apariencia.
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4. Conclusiones
•

La evaluación experimental de la cinética enzimática de transgalactosilación usando βgalactosidasa proveniente de A.oryzae presentó un mayor rendimiento (73.55g/L de GOS
en un tiempo de 60 min) cuando se usó 40% de lactosa inicial y R: 0.2% ((g Enzima /g de
lactosa) *100).

•

La cinética fermentativa dio como resultado una acidez ECAL inicial de 0.16, 1.18% luego
de 17h y 1.2% después de 26h de reacción. Tiempo en el cual se cuantificó un contenido
de biomasa de 5% p/p producida por L. acidophilus a partir de un starter de 20 g / 100 L
de bebida láctea producida. Además, se evidenció una disminución del contenido de GOS
en el transcurso del proceso fermentativo.

•

Los datos experimentales se ajustaron mediante los balances A y B (el balance A está
regulado por 5 constantes cinéticas de las cuales 2 regulan la formación de GOS y el
balance B, está regulado por 6 constantes cinéticas de las cuales 3 regulan la formación de
GOS), obteniéndose un mayor ajuste en los puntos máximos del modelo con el balance B,
permitiendo así maximizar la concentración de GOS, utilizando como variables de decisión
la concentración inicial de lactosa y enzima. Los valores obtenidos de la optimización
fueron: 40% lactosa inicial y R:0.15 % durante un tiempo de 20min para obtener un
contenido de GOS de 80.94g/L con un rendimiento esperado del 19.47%.

•

Mediante el modelo de Monod, se ajustaron los datos experimentales y se obtuvo un valor
de Vmax: 603880.25 %biomasa/min y Ks: 999.71 %GOS, relacionando estos valores con
la producción de ácido láctico se obtuvo una constante α de 0.017 %ácido
láctico/%biomasa. Con esos valores se planteó el modelo de la reacción fermentativa y
optimizó, teniendo como restricción la producción de ácido láctico a un valor de 1% ECAL
y minimizar la reducción del contenido de GOS en la reacción, dando como resultado un
tiempo de reacción de 17h con un contenido de GOS de 14.32g/L.

•

La validación experimental de la reacción enzimática dio como resultado un porcentaje de
error de 19.7% en el contenido de GOS con respecto al calculado a partir del modelo
propuesto, y en la reacción fermentativa un porcentaje de error de 0.0069%, esto debido a
la poca robustez del modelo fermentativo obtenido.
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•

La validación experimental del contenido de ácido láctico producido en la reacción
fermentativa dio como resultado un porcentaje de error de 12%, esto debido a que el
modelo se ajustó al valor más cercano del intervalo de datos suministrados. La validación
de la biomasa no se determinó, debido a que la producción de biomasa no se tuvo en cuenta
dentro de los parámetros del modelo, dado que la cuantificación se realizó en g/L expresado
en % p/p y no existían intervalos superiores e inferiores teóricos para este valor.

•

En la evaluación sensorial de la bebida láctea fermentada (BLF) y el blanco (bebida láctea
fermentada sin tratamiento enzimático previo), se evidenció que los atributos de color,
consistencia y apariencia no presentaron diferencias significativas entre las muestras,
mientras que en el olor y sabor si se evidenciaron diferencias significativas con valores de
la mediana superiores en el blanco. En cuanto a la aceptación del producto, un 32% de los
consumidores prefirieron la muestra de BLF.

•

Se obtuvo una bebida láctea fermentada con un contenido de GOS de 2.9g, de tal forma
que dos porciones de la bebida suplen los valores diarios recomendados de GOS. La
capacidad probiótica debe ser validada para garantizar que el producto final contenga
células viables en una cantidad de 108-1010 ufc/ porción del producto, para así considerarlo
como simbiótico.
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5. Recomendaciones
● Debido a que se presentó una disminución del contenido de GOS, se debe realizar un
seguimiento de este en almacenamiento a temperaturas de refrigeración.
● Cuantificar los probióticos durante el proceso fermentativo y en almacenamiento, mediante
agar EMB, dado que un producto probiótico debe contener células viables en una cantidad
de >106-108 ufc/g ó >108-1010 ufc/dosis.
● Emplear microorganismos probióticos mixtos, de tal forma que se disminuya el tiempo de
la reacción fermentativa y no se disminuya el contenido de prebióticos, con respecto a la
fase enzimática.
● Realizar por separado las dos reacciones (enzimática y fermentativa) en soluciones
diferentes y mezclarlos al final del proceso para obtener la bebida láctea fermentada
simbiótica, es decir, realizar una bebida láctea a base de leche fermentada y una solución
de lactosuero con alto contenido de GOS, los cuales se consideren simbióticos al
mezclarlos.
● Realizar un mayor seguimiento del proceso fermentativo, con el fin de obtener un mayor
número de datos y diseñar un modelo con un nivel mayor de confianza.
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7. Anexos
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ANEXO B. FICHA TÉCNICA LACTOSUERO
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ANEXO C. FICHA TÉCNICA STARTER LYOFAST
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ANEXO D. DIAGRAMA DE FLUJO ESTIMACIÓN DE PARAMETROS
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ANEXO E. ESTIMACIÓN DE CONCENTRACIONES OPTIMAS
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ANEXO F. ANÁLISIS ESTADISTICOS SPSS SENSORIAL
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ANEXO G. TABLA MÍNIMO NÚMERO DE JUICIOS CORRECTOS PARA
ESTABLECER SIGNIFICANCIA PARA VARIOS NIVELES DE PROBABILIDAD.
Fuente: O’Mahony, M. (1986). Sensory Evaluation of Food Flavors. (D. of F. S. and Technology, Ed.) (1st ed.). Davis,
California: University of California, Davis. https://doi.org/10.1021/bk-1985-0289.ch001
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ANEXO H. GUÍA PARA REALIZAR LA ESTIMACIÓN DE PARÁMETROS EN LA
CINÉTICA ENZIMÁTICA USANDO MATLAB Y COPASI, Y OPTIMIZAR LAS
CONCENTRACIONES DE GOS.
Para la resolución numérica de los sistemas de ecuaciones diferenciales usados en este trabajo se
utilizaron dos programas para la estimación de parámetros como convalidación de la estrategia de
optimización:
1) Planteamiento de las ecuaciones diferenciales:
COPASI es un software libre que permite escribir a mano cada una de las reacciones que ocurren
en el medio, asociar una ley de reacción y a partir de estas se mostrara el planteamiento de las
ecuaciones diferenciales que describen el medio de reacción (Figura H1).

Figura H1. Diseño de reacciones enzimáticas con COPASI

Mientras que Matlab es un software bajo licencia que permite redactar cada una de las ecuaciones
diferenciales que describen el medio de reacción (Figura H2).
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Figura H2. Diseño de reacciones enzimáticas con Matlab.

2) Planteamiento función objetivo
En COPASI hay subtareas que se pueden realizar entre las cuales está la Estimación de Parámetros
(Parameter Stimation) en la cual se puede elegir entre las siguientes funciones objetivo (Figura
H3):

Figura H3. Planteamiento de la función objetivo en COPASI.
Donde E(P) es la función objetivo a minimizar la cual esta predeterminada como la diferencia
entre datos experimentales y calculados, además puede contener a media, media cuadrada o
desviación estándar de cada uno de los compuestos como factor de peso también abarcando la
posibilidad de normalizar o no los datos de entrada dando como resultado un numero entre cero y
uno.
𝑐𝑛 =

𝑐𝑖 − 𝑐𝑚𝑖𝑛
= [0,1]
𝐶𝑚𝑎𝑥 − 𝐶𝑚𝑖𝑛

Donde
Ci: Cualquier concentración del intervalo
Cmin: Concentración mínima del intervalo
Cmax: Concentración máxima del intervalo
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En Matlab la función objetivo tiene que ser diseñada con el objetivo de minimizar la diferencia
entre las concentraciones, y depende del programador elegir el factor de peso adecuado (Figura
H4).

Figura H4. Planteamiento de la función objetivo en MATLAB.
En este caso se utilizó como factor de peso asociado los pesos moleculares de todos los
compuestos.
3) Planteamiento de la función para estimar parámetros
En COPASI la subtarea (Parameter Stimation) tiene que ser alimentada por cada uno de los
experimentos realizados en las unidades requeridas, en este caso se utiliza un archivo de texto que
contiene cada columna separada por tabulador y las concentraciones experimentales en mol/L, de
forma idéntica a como se especificó en el sistema (Figura H5).

Figura H5. Ingreso de los datos experimentales COPASI.
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En Matlab se puede importar la tabla desde un archivo de texto o un archivo.mat el cual va a
contener todas las varíales a utilizar en el programa (Figura H6).

Figura H6. Ingreso de los datos experimentales MATLAB
Es importante tener en cuenta que el tener un matriz de concentraciones experimentales agiliza los
cálculos, y también que generar otro archivo el cual contenga las constantes cinéticas a determinar
para realizar la optimización de forma cíclica en computadores con bajos recursos de memoria
RAM y procesador.

En COPASI la estimación de parámetros se puede calcular estableciendo los limites inferiores y
superiores para cada constante cinética, además se pueden utilizar diferentes tipos de sistemas de
optimización tales como algoritmos determinísticos no lineales o algoritmos heurísticos tales como
el algoritmo genético diploide el cual fue escogido como estrategia de optimización en este trabajo
(Figura H7).

Figura H7. Estimación de parámetros COPASI
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En Matlab el modelo fue planteado de la siguiente manera (Figura H8):

Figura H8. Estimación de parámetros MATLAB

4) Optimización de parámetros
Para realizar la optimización de parámetros se debe configurar la función objetivo en base de la
concentración inicial de lactosa y enzima maximizar la concentración de GOS durante el intervalo
de reacción, En COPASI se recurre a la subtarea de optimización (optimization) para ingresar
como expresión, el máximo de concentración de GOS entre el tiempo 0 y 60 min y utilizando
como parámetros de decisión la concentración inicial de lactosa y de enzima en la reacción
(Figura H9).
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Figura H9. Optimización parámetros COPASI

En Matlab es necesario minimizar el máximo de concentración de GOS en la reacción durante el
intervalo 0 a 60 min para ello el programa principal optimiza la función [fobjmax] la cual tiene
como objetivo la mayor concentración alcanzada en el tiempo t (Figura H10-H11)

Figura H10. Función Optimización parámetros MATLAB Parte A
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Figura H11. Función Optimización parámetros MATLAB
ANEXO I. FORMATO EVALUACIÓN SENSORIAL ACEPTACIÓN
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ANEXO J. FORMATO EVALUACÍON SENSORIAL PREFERENCIA

